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CSF-1: Factor Estimulador de Colonias 1.
	
GM-CSF: Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y Monocitos.
	






INF γ: Interferón γ.
	
LIF: Factor Inhibidor de Leucocitos.
	
KIR: Receptor de NK inhibitorio.
	




PAPP-A: proteína plasmática A asociada al embarazo.
	
PDGF: Factor de Crecimiento derivado de las Plaquetas.
	
PIGF: Factor de Crecimiento de Placenta.
	
TcR: Receptor de células T.
	
TGF-β2: Factor transformador de crecimiento.
	








El objetivo principal de esta tesis doctoral consiste en determinar la presencia 
de la proteína HLA-G en la superficie celular de células madre CD34/CD133, 
células dendríticas mieloides y plasmacitoides, células dendríticas derivadas de 
células CD34/CD133 y derivadas de monocitos de sangre de cordón umbilical y 
sangre periférica materna, por técnicas de citometría de flujo y la expresión de 
la proteína HLA-G soluble en plasma de sangre de cordón umbilical por 
técnicas de ELISA. 
MATERIALES Y METODOS 
Se obtuvo un total de 35 unidades de sangre de cordón umbilical y 35 muestras 
de sangre periférica de gestantes a término que acudieron al Servicio de 
Ginecología y Obstetricia del Hospital Clínico Universitario San Carlos con 
cesáreas programadas, según aprobación de Comité Ético. Se realizaron 
técnicas de cultivo celular, citometría de flujo, Elisa y anticuerpos 
monoclonales, según protocolo, para la obtención de las células madre CD34+, 
células dendríticas mieloides y plasmacitoides del cordón umbilical y células 
dendríticas derivadas de células madre CD34+, y determinación de la molécula 





Se confirmó la presencia de HLA-G intracelular y superficial en las tres 
subpoblaciones de células madre CD34 (CD34+/CD133+, CD34+/CD133-, 
CD34-/CD133+), por citometría de flujo, además de la presencia de HLA-G y 
CD1d en aquellas subpoblaciones de células madre hematopoyéticas que 
expresaban CD1a en las muestras de los cordones umbilicales, probables 
precursoras de células dendríticas. 
Se determinó la medida de expresión génica de superficie e intracelular de las 
isoformas HLA-G tanto en las células madre de cordón umbilical y en los 
subtipos de células dendríticas. Se observó la presencia de mRNA de HLA-G 
en las células dendríticas y se aisló las isoformas G1 que es la más completa y 
de superficie y la isoforma G5 que es la soluble. Se han descrito nuevos alelos 
HLA-G por el polimorfismo molecular. 
CONCLUSIONES 
HLA-G es una molécula clase I no clásica (clase Ib) del Complejo Mayor de 
Histocompatibilidad Humano que adopta 7 isoformas, resultado del empalme 
alternativo de un mismo mRNA inmaduro. Se expresa de forma selectiva en la 
interfase materno-fetal (trofoblasto, células endoteliales fetales y líquido 
amniótico). Las características del sistema inmune fetal son: baja incidencia de 




umbilical, el papel del HLA-G en la tolerancia materno-fetal y el alto grado de 
inmadurez en la sangre de cordón umbilical. Los alelos HLA-G y los niveles de 
expresión de las proteínas se asocian con patologías de la gestación y se 
expresa patológicamente en tejidos trasplantados, tumores, inflamaciones e 
infecciones virales. Los estudios van dirigidos a controlar las interacciones 
HLA-G/NK en la inducción de un estado de tolerancia inmunitaria. Estas 
características se pueden aplicar a la inmunoterapia celular. 
PALABRAS CLAVE 







The objective is to determine the presence of the HLA-G protein on the cell 
surface of stem cells CD34/CD133, myeloid and plasmacytoid dendritic cells, 
dendritic cells derived from CD34/CD133 and derived from blood monocytes 
cord and maternal peripheral blood by flow cytometry techniques and 
expression of soluble HLA-G protein in plasma from umbilical cord blood by 
ELISA. 
MATERIALS AND METHODS 
A total of 35 units of cord blood and peripheral blood samples from 35 pregnant 
women at term who attended Gynaecology and Obstetrics department, San 
Carlos Hospital with scheduled caesarean sections were made according Ethics 
Committee approval. Determining the molecule cell culture techniques 
performed, flow cytometry, ELISA and monoclonal antibodies, according to 
protocol, for obtaining CD34+ cells, myeloid dendritic cells and plasmacytoid 
cord and dendritic cells derived from CD34+ stem cells, and HLA-G isoforms, 
new alleles and polymorphism. 
RESULTS 
The presence of HLA-G intracellular and surface in three subpopulations of 
stem cells CD34 (CD34+/CD133+, CD34+/CD133-, CD34-/CD133+) was 
18 
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confirmed, by flow cytometry, besides the presence of HLA-G and CD1d those 
subpopulations of hematopoietic stem cells expressing CD1a in samples of 
umbilical precursor, dendritic cell cords. 
Measuring gene expression and intracellular surface of HLA-G isoforms both 
stem cells and umbilical cord subtypes of dendritic cells was determined. The 
presence of HLA-G was observed in dendritic cells and G1 isoforms is the most 
complete and surface and G5 is the soluble isoforms was isolated. We describe 
new HLA-G alleles by molecular polymorphism. 
CONCLUTIONS 
HLA-G is a nonclassical class I molecule (class Ib) Mayor Histocompatibility 
Complex Human adopting seven isoforms resulting from alternative splicing of 
the same immature mRNA. It is expressed selectively in the maternal-fetal 
interface (trophoblast, fetal endothelial cells and amniotic fluid). 
The characteristics of the fetal immune systems are: low incidence of graft 
versus host disease in transplantation of umbilical cord blood, the role of HLA-G 
in maternal-fetal tolerance and high degree of immaturity in cord blood. HLA-G 
expression levels of proteins alleles are associated with pathologies of 
pregnancy and are expressed pathologically in transplanted tissues, tumors, 
inflammation and viral infections. Studies are directed to control HLA-G/NK 
interactions in the induction of a state of immune tolerance. These features can 










I. INMUNOLOGIA BASICA 
La Inmunología es uno de los grandes pilares de la fisiología del embarazo, 
constituyendo una llave a la comprensión de muchos procesos patogénicos. La 
enorme complejidad de sus mecanismos explica el desconocimiento de los 
médicos clínicos por esta ciencia. 
El embarazo ha sido considerado como una paradoja inmunológica1, dado que 
el feto posee hasta un 50% de la información genética procedente del padre, 
expresando aloantígenos, los cuales serían susceptibles de reconocimiento y 
rechazo por parte del sistema inmune materno. Para la madre, el feto 
representa algo parecido a un trasplante, y se comportaría como un 
semialoinjerto2. Las leyes que rigen el trasplante inmunológico se ponen en 
entredicho, ya que habitualmente el rechazo no se produce3. Muchos de los 
mecanismos para prevenir la respuesta inmune se encuentran en la interfase 
materno-fetal y hoy se conoce que uno de los más importantes es el HLA-G4. 
El sistema inmune se encarga de proteger al organismo frente a organismos 
patógenos o sustancias extrañas. Existen dos tipos de respuesta: la innata y la 
adquirida (Figura 1). 
La inmunidad innata o natural carece de especificidad, no tiene memoria y es 




bacteriana) químicas (mucus, enzimas), celulares (macrófagos, células natural 
killer, neutrófilos) y mediadores como el complemento y citoquinas. 
Figura 1. Tipos de respuesta inmunológica, García-Lechuz5. 
Los macrófagos reciben el nombre de histiocitos en los tejidos o monocitos 
principalmente en la sangre. Se activan por lipopolisacáridos, INFγ, TNFα y 
secretan IL-1, IL-6, TNFα e INFα y β. Son células presentadoras de antígeno y 
fagocitan residuos celulares. 
Las células Natural Killer (NK) son linfocitos granulares grandes, no B no T, 
con receptores para IL-2, IL-12, TNFα e INFα. Se encargan de la inmunidad 
celular en el compartimiento vascular, la producción de TNFα, la citotoxicidad 




La inmunidad adquirida necesita una sensibilización previa de los linfocitos, 
produce una respuesta específica variable con el tiempo y tiene memoria. 
Dentro de la inmunidad adquirida existen dos clases de respuestas 
dependiendo del proceso que la origine: la respuesta inmune humoral y la 
respuesta inmune celular. 
La respuesta inmune humoral es el principal mecanismo de defensa contra 
los microorganismos extracelulares y sus toxinas, y se producen anticuerpos 
secretados por activación antigénica que los destruye. 
La respuesta inmune celular es una forma de respuesta adaptativa mediada 
por linfocitos T. Actúa como mecanismo de ataque en contra de 
microorganismos intracelulares, como virus y algunas bacterias, capaces de 
proliferar en el interior de fagocitos y otras células del huésped, donde no 
tienen acceso los anticuerpos circulantes. 
Dentro de la respuesta inmune celular las células más importantes son: 
- Linfocitos B: se transforman en células plasmáticas al ser atacadas por un 
antígeno HLA independiente. Producen anticuerpos específicos contra ese 
antígeno, y forman linfocitos B memoria. 
- Linfocitos T se producen en la médula ósea y maduran en el timo. 




membranas celulares. Al activarse el linfocito T aparecen en su superficie 
moléculas coestimuladoras cuyos ligandos en las células presentadoras de 
antígeno son las moléculas B7.1/ B7.2 o CD80/CD86. 
Hay dos subtipos de linfocitos T (Figura 1), los CD4+ helper (colaboradores) y 
los CD8+ o citotóxicos (supresores). Las CD4+ ayudan a los linfocitos B y T 
CD8+, por lo que su acción es indirecta. Los antígenos deben ser presentados 
con las moléculas HLA clase II. Dentro de los CD4+ existen dos subclases 
(Figura 2): 
TH1: sintetizan INFγ, inhibe la producción de IL-4 por las TH2, favorecen la 
respuesta celular gracias a la IL-12 segregada por los macrófagos, participan 
en la hipersensibilidad retardada y defensa frente a patógenos intracelulares5. 
TH2: producen IL-4, IL-5, IL-6 y IL-10, inhiben la producción de INFγ y 
participan en las reacciones de hipersensibilidad inmediata y defensa frente a 
parásitos. 
Los linfocitos T CD8+ destruyen células que fagocitan los antígenos no propios 
asociados a HLA clase 1 producidos dentro de la propia célula. Impiden la 




Figura 2. Respuesta TH1 Y TH2, Mitra et al 6. 
Las sustancias que sintetizan esas células efectoras son las siguientes: 
Citoquinas: son proteínas de bajo peso molecular que se segregan de forma 
autocrina y paracrina. Existen interleuquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, 
TNFα, IL-2, IL-12, INFγ, TNFβ e IL-16. Otras son antiinflamatorias como son IL-
10, INFα y β. La principal citoquina es la IL-8. 
Proteínas de complemento: son sintetizadas por macrófagos y hepatocitos. 
Actúan como una cascada de 20 proteínas plasmáticas que forman complejos 
de ataque de la membrana de células extrañas. Existen dos vías de activación: 
la vía clásica: (inmunocomplejos y lipopolisacáridos bacterianos) y la vía 




tiene capacidad de autoamplificación por lo que existen mecanismos 
regulatorios. 
Anticuerpos: son proteínas sintetizadas por las células plasmáticas, poseen 
cuatro cadenas, dos ligeras y dos pesadas unidas por una zona bisagra. Por un 
extremo se unen al antígeno (cada una posee dos segmentos Fab idénticos) y 
por el otro a células fagocíticas, mastocitos y basófilos (región Fc). Neutralizan 
el antígeno patógeno, producen opsonificación que consiste en aumentar la 
afinidad de los antígenos para ser destruidos y activan de forma indirecta el 
complemento. 
Moléculas CD1: Se denomina CD1 a un tipo de molécula presentadora de 
antígenos no clásica, ya que la información no se encuentra dentro de la región 
codificante para los complejos clásicos I y II. Se caracteriza por poseer un peso 
molecular de 43-49 kDa. Su función biológica es presentar antígenos lipídicos a 
los linfocitos NKT. Estos linfocitos expresan marcadores característicos de 
linfocitos citolíticos naturales y receptores de células T8. 
La proteína CD1 posee similitud con el Complejo Mayor de Histocompatibilidad 
clase I en cuanto a su organización de subunidades y a su asociación a 
microglobulina B2, sin embargo, se comporta como una molécula clase II con 
respecto a la forma que adquiere sus ligandos. 
Los antígenos presentados por CD1 son moléculas glicolipídicas antipáticas, 




dos cabezas hidrocarbonaras 8. La presentación de antígenos por moléculas 
CD1 a los linfocitos T muestra semejanza con el reconocimiento antigénico de 
los complejos péptido/HLA. 
Se expresa en timocitos corticales, células de Langerhans, dendríticas, 
linfocitos B, epitelio intestinal, músculo liso y endotelio de vasos sanguíneos. 
Las moléculas CD1 sintetizadas en el retículo endoplásmico se asocian a un 
glicolípido endógeno y viaja a la superficie celular8. Posteriormente, la molécula 
CD1 se internaliza dentro de compartimientos endosomales en donde los 
lípidos endógenos son removidos y un glicolípido es colocado en su lugar. CD1 
regresa a la superficie celular y potencialmente presentará glicolípidos extraños 
(Figura 3). Los linfocitos NKT que reconocen los antígenos lipídicos pueden 
intervenir en la defensa frente a micobacterias. 
Los antígenos de origen glicolípido, tanto exógeno como endógeno, pueden ser 
presentados por moléculas CD1. Los que tienen grandes cadenas requieren la 
ruptura enzimática de enlaces covalentes liberando pequeños fragmentos 
antigénicos que pueden ser reconocidos por células T. 
Las moléculas CD1 se clasifican en grupo 1 y 2, con 5 isoformas, de acuerdo a 
la secuencia homóloga: 
Grupo 1: comprenden los tipos CD1a, CD1b y CD1c. Estas proteínas se unen 
a glucolípidos, fosfolípidos y antígenos lipopeptídicos derivados de microbios. 
Las moléculas CD1a se expresan en células dendríticas derivadas de 
monocitos y las células de langerhans, las CD1b en las células dendríticas 
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derivadas de monocitos y las CD1c en las dendríticas y activan los linfocitos T 
autorreactivos. 
Figura 3. Procesamiento y localización intracelular de las proteínas CD1 en 
una célula presentadora de antígeno, Litman et al 8. 
Grupo 2: por los tipos CD1d y CD1e. Se unen a antígenos lipídicos como 
esfingolípidos y diacilgliceroles. La molécula CD1d se localizan en endosomas 
tardíos y la CD1e se expresa intracelular y no ha sido asociada a la activación 
de linfocitos T. 
II. CARACTERÍSTICAS DEL SISTEMA INMUNE MATERNO-FETAL 
Existen mecanismos biológicos de regulación de la respuesta inmune que se 
concretan en la relación materno-fetal cuyas características empíricas son: baja 
incidencia de la enfermedad injerto contra huésped en el trasplante de sangre 
de cordón umbilical incluso con baja compatibilidad HLA respecto al de médula 
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ósea o de precursores de sangre periférica9,10, alto grado de inmadurez de las 
células dendríticas en la sangre de cordón umbilical10, el posible papel de los 
antígenos no clásicos HLA-G, HLA-E y HLA-F en la tolerancia materno-fetal11 
así como la actividad de inhibición de células NK y la expresión de CD1d en las 
células dendríticas como regulador de activación e inhibición del sistema 
inmune vía células NK12 . 
En esta relación materno-fetal existen otros mecanismos de regulación 
presente en los eritrocitos fetales que aparecen en el torrente sanguíneo 
materno a partir de la octava semana de embarazo con características muy 
especiales: son nucleadas, no son destruidas por el sistema inmune de la 
madre incluso con un 50% de incompatibilidad y sobreviven durante el 
embarazo. Cabe pensar que existe algún mecanismo de tolerancia de las 
mismas13 . 
La placenta de los mamíferos ha estado sujeta a dos presiones opuestas 
durante la evolución: eliminar los mecanismos patógenos y proteger al feto del 
rechazo inmunitario. Little en 1924 propuso que el feto no tenía ninguna 
característica suficientemente individual para ser reconocido como extraño por 
la madre14. Billinghan y Mendawar en 1953 propusieron 4 razones por la que el 
feto no produce reacción inmunológica de la madre: la separación anatómica, 
la inmadurez antigénica del feto, el útero considerado como santuario inmune y 




Los aloantígenos fetales son reconocidos por el sistema inmune materno e 
induce tolerancia en los linfocitos T y B específicos. Para que la gestación 
tenga éxito desde el punto de vista inmunológico necesita la interacción de 
varios factores: hormonas, citoquinas, e inmunosupresores, siendo uno de ellos 
el Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC), del inglés Major 
Histocompatibility Complex 2,15. En la Figura 4 observamos los componentes de 
la interfase materno-fetal. 
Figura 4. Componentes de la interfase materno-fetal, Hammer et al 15 . 
III. CONSTITUCION DEL TROFOBLASTO. ANATOMIA DE LA INTERFASE 
III.1 ETAPA PRELACUNAR 
La fertilización se inicia con el reconocimiento y fusión de dos células haploides 




necesarias para la adhesión celular y fusión del espermatozoide con el óvulo 
para la formación del embrión con su nueva carga genética16 . 
La implantación del embrión ocurre cuando el blastocisto se adosa al 
revestimiento endometrial decidualizado por su polo embrionario a los 6 días de 
la fecundación. Inicia una rápida proliferación celular con diferenciación del 
trofoblasto en dos capas celulares: una interna de células mononucleares 
llamadas citotrofoblasto y otra externa que es una espesa masa 
citoplasmática multinucleada en contacto con la decidua que es el 
sincitiotrofoblasto17 (Figura 5). 
El trofoblasto inicial se extiende a través del epitelio endometrial hasta invadir 
su estroma. Las células que rodean el sitio de implantación se cargan de 
lípidos y glucógeno, adoptan una forma poliédrica y se definen como células 
deciduales19 . 
El blastocisto se implanta de manera superficial en la capa compacta del 
endometrio hacia finales de la primera semana. El trofoblasto invade en 
miometrio circundante hasta que queda incluido en la decidua. Se forman las 
conexiones capilares para vascularizar el embrión y aportarle nutrición. La 
sangre materna invade los espacios lacunares del trofoblasto y fagocita 




Figura 5. Citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto, Rabreau et al18 . 
Las funciones del sincitiotrofoblasto son: producir hormonas placentarias, 
tráfico de células materno-fetales y ofrecer una barrera de resistencia al ataque 
de anticuerpos y células T citotóxicas21. El citotrofoblasto ancla la placenta al 
útero, amplía las arterias uterinas espirales para la perfusión sanguínea y 
presenta las células hematopoyéticas para la protección del feto semialogénico. 
III.2 ETAPA LACUNAR 
Gracias a la acción corrosiva y al intento de invadir el sincitiotrofoblasto en la 
etapa lacunar, se crean en su espesor espacios rodeados de tejido sincitial que 
son las columnas sincitiales (Figura 6). El citotrofoblasto subyacente comienza 
a evaginarse hacia el sincitiotrofoblasto (vellosidad primaria) y posteriormente 
le sigue el mesodermo extraembrionario y aparecen los islotes vasculares 




vasos sanguíneos maternos se rompan, y las lagunas estén llenas de sangre 
materna. La vellosidad terciaria está compuesta por sincitiotrofoblasto, 
citotrofoblasto, mesénquima extraembrionario y vasos en su eje conectados 
con la circulación umbilico-alantoidea, ocurriendo en el día 21 post-
fecundación22. Algunas de estas vellosidades no se vascularizan, crecen hasta 
llegar a la cara materna del espacio intervelloso y sirve como anclaje a la 
decidua. 
Figura 6. Tipos de vellosidades coriales, Carter et al 23 . 
Las células NK deciduales liberan IL-8 y citoquinas que se unen a los 
receptores del trofoblasto promoviendo su invasión hacia las arterias espirales, 
además que producen factores angiogénicos como el VEGF y PIGF que 
inducen el desarrollo vascular y la circulación placentaria24 . 
El citotrofoblasto ancla el corion embrionario al endometrio materno25 y penetra 
en el mesénquima alcanzando las arterias espirales, que muestran edema 




fibrinoide. Las arterias espirales se convierten en vasos flácidos que no 
responden a sustancias vasoactivos y tienen gran capacitancia. El antígeno 
HLA-G y HLA-C actúan como mediadores de tolerancia impidiendo la acción de 
las células NK. Los sistemas antigénicos HLA-I (A, B y C) y HLA-II (DR, DQ y 
DP) clásicos no están presentes en el trofoblasto. En la interfase decidual hay 
actividad linfocítica, lo cual indica que se produce una respuesta inmunitaria 
específica en este tejido (Figura 7). 
Figura 7. HLA-G y sincitiotrofoblasto, Rodgers et al 26 . 
IV. COMPARTIMENTOS Y TIPOS CELULARES DEL TROFOBLASTO 
Hay muchos tipos de células de trofoblasto que inician la homeostasis inmune: 
IV.1 Sincitiotrofoblasto: se desarrolla a partir del citotrofoblasto por 
agregación o fusión en un sincitio. En este proceso de fusión participan 
fosfolípidos como moléculas de adhesión. Funciona como una membrana de 
diálisis que participa en intercambios bidireccionales de moléculas y nutrientes, 




feto de mecanismos autoinmunes y citotóxicos. Las células del sincitio y 
citotrofoblasto velloso no expresan moléculas del complejo mayor de 
histocompatibilidad27 . 
IV.2 Citotrofoblasto: existen los siguientes tipos: 
	 Células de anclaje del citotrofoblasto: unen la placenta a la decidua 
materna y están en contacto directo con este tejido. 
	 Citotrofoblasto extravelloso: migra y reside en el tejido uterino materno, 
expresa HLA-G y son las únicas células fetales que entran en contacto 
con la circulación materna y estimulan los linfocitos maternos contra las 
diferencias antigénicas del HLA paterno28 . 
	 Trofoblasto endovascular: el citotrofoblasto (trofoblasto extravelloso) 
expresa un HLA no clásico (HLA-G) que se une a los principales 
receptores de las células NK e inhiben su función citotóxica. Rodean las 
arteriolas maternas y los linfocitos granulares grandes en la decidua 
uterina sintetizan óxido nítrico que induce la relajación del músculo liso. 
El trofoblasto de las vellosidades coriales escapa al reconocimiento 
inmune por no presentar en su superficie celular moléculas HLA de clase 
I y II clásicas 29 . 
	 Trofoblasto coriónico: forman el amniocorion. Sirve para unir la 
membrana amniótica que contiene el líquido amniótico a la línea uterina. 
IV.3 Decidua: ayuda a preparar el endometrio para la implantación del huevo 




inmunosupresores. La decidua, el estroma epitelial, el timo y la médula ósea es 
un sitio de migración, desarrollo y funcionamiento de linfocitos y células NK. El 
contenido de linfocitos TH1 y TH2 es escaso en este compartimiento, apenas 
un 15%30 . El factor inhibidor es la prostaglandina E2 y este mediador de la 
inflamación regula la expresión de IL-1 en los linfocitos T, siendo estos 
fundamentales en la respuesta inmunitaria específica citotóxica31 . 
V. GENERALIDADES DEL SISTEMA INMUNE Y EL TROFOBLASTO. 
El trofoblasto expresa moléculas de HLA-G polimórfico de clase I (Figura 8), 
que se encargan de la supresión inmune y la producción de citoquinas que 
promueven el crecimiento celular. Esto hace que la placenta sea un órgano 
privilegiado, resistente al daño inmune por linfocitos, anticuerpos citotóxicos y 
complejos antígenos-anticuerpo32 . 
El trofoblasto forma una barrera física a la mayoría de efectores inmunes 
excepto anticuerpos de tipo IgG, los cuales se unen a receptores IgG en la 
placenta y son transportados al feto desde las etapas más tempranas del 
embarazo. Recluta la migración de linfocitos a la decidua uterina y liberan 
factores supresores que restringen los linfocitos citotóxicos34 . 
Además induce una variedad de anticuerpos en la madre que son capaces de 
dirigir la reactividad inmune a aloantígenos paternos. Estos anticuerpos regulan 
células NK citotóxicas a través de la unión del receptor Fab. También actúa 




activar reguladores de crecimiento y establecer un camuflaje inmune que 
bloquee el arco reflejo inmunológico. En la Figura 9 observamos los receptores 
potenciales en las células inmunes, dianas para la molécula HLA-G. 
Figura 8. Expresión del HLA en el desarrollo humano, Falfan et al 33 . 
En mujeres con abortos de repetición y fallos de implantación, la protección del 
trofoblasto no se establece de esta manera, por lo que los procesos inmunes 





Figura 9. Receptores de las células inmunes, Soares et al 35 . 
Los antígenos HLA-II (Figura 11 y apartado VIII), pueden hallarse en el estroma 
de las vellosidades coriales y en el tejido conectivo, por debajo del epitelio 
amniótico. El corion los separa de las células T maternas, haciendo imposible 
la activación de una respuesta citotóxica37 . 
V.I INTERFASE MATERNO-FETAL 
Existen diversos lugares donde el sistema inmunitario materno puede ponerse 
en contacto con el feto e iniciar teóricamente el mecanismo de rechazo del 
aloinjerto30 . Esta interfase materno-fetal está compuesta por el trofoblasto 
placentario (que expresa IL-10, GM-CSF y FAS ligando) y la decidua materna38 
(Figura 10). 
El contacto puede producirse en el lugar donde el blastocisto se relaciona con 
el endometrio para implantarse, en el espacio intervelloso con la sangre 
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materna y cubierto por el sincitiotrofoblasto, y entre el citotrofoblasto 
extravelloso y las células del sistema inmune presentes en la decidua. La 
decidua es el sitio donde hay mayor reconocimiento inmune del trofoblasto y el 
lugar con mayor población de células del sistema inmune: 40% de linfocitos 
granulares grandes, un 20% de macrófagos y un 10% de linfocitos T39 . 
Figura 10. Interfase materno-fetal, Mor et al 40 . 
La interfase madre-feto está abierta al tráfico de células fetales a la circulación 
materna y otras localizaciones del sistema inmune materno. Algunas yemas de 
trofoblasto en la superficie del sincitiotrofoblasto pueden liberarse y entrar en la 
circulación materna41 . De forma excepcional, el citotrofoblasto endovascular 
puede pasar al torrente circulatorio. 
Los estudios confirman que el antígeno leucocitario humano de clase I no 




superficie clase I clásicos o II (ver apartado VIII) no son expresados por los 
ovocitos ni los espermatozoides. Los blastocistos expresan mRNA para HLA-G, 
asociados con tasas de segmentación más rápidas y protección mientras se 
implanta en la decidua42 . 
VII. INMUNORREGULACION DE LA GESTACION. 
El embarazo es una condición inmunológica, en la que el feto actúa como un 
injerto semialogénico y expresa antígenos heredados del padre, los cuales al 
ser reconocidos como "no propios por la madre" deberían generar una 
respuesta inmune de rechazo. Sin embargo, en condiciones normales, este 
hecho no se da, y la madre no rechaza al feto43 . 
Existe una evolución acelerada en los mecanismos que permiten que un 
embarazo, como mecanismo inmunogénico, llegue a término. La 
inmunodepresión materna se limita al sistema inmune específico, mientras que 
el sistema inmune innato se incrementa para garantizar una adecuada defensa 
de la madre frente a microorganismos patógenos. Así parece demostrarlo el 
incremento en la circulación materna de macrófagos a partir del segundo 
trimestre del embarazo44. El éxito del embarazo se debe primordialmente a un 
proceso de defensa activa del feto contra la respuesta inmune de la madre. 
La localización anatómica del feto es determinante para evitar los fenómenos 




 La inmunización de la madre con células que expresan antígenos del 
padre, no afecta el desarrollo del feto ni de la placenta. 
 La gestante es capaz de reconocer y rechazar a los injertos fetales 
cuando sean singénicos, si estos son colocados fuera del útero. 
	 Los linfocitos obtenidos de la decidua de pacientes abortadoras 
habituales proliferan cuando se les enfrenta con antígenos paternos y 
tienen capacidad citotóxica contra diferentes tejidos, a excepción del 
trofoblasto. 
	 La preincubación de células citotóxicas con células trofoblásticas 
determina una inhibición de la actividad citolítica. 
Los aloanticuerpos contra el HLA fetal de origen paterno pueden aparecer en 
un 15% en primigestas hasta un 60% en multíparas. Estos anticuerpos están 
dirigidos contra antígenos de clase I y II. No tienen capacidad de producir 
daños al feto, ya que no se unen al sincitiotrofoblasto que no expresa antígenos 
del complejo de histocompatibilidad. Los anticuerpos paternos parecen ser 
"filtrados" por el estroma vellocitario, y la IgG es eliminada por los macrófagos 
con receptores Fc30 . 
La circulación fetal y materna está separada anatómicamente, lo que implica 
que el feto no puede ser considerado como un trasplante. El eventual ingreso 
de linfocitos T de la madre a la circulación materna ocasiona la producción del 
TGFγ que desactiva a estos linfocitos45. El trofoblasto expresa ligandos para las 
moléculas FAS presentes en algunas subpoblaciones de células TH1, que al 





VII.1.1 MODIFICACIONES DE LA DECIDUA MATERNA. 
La decidua es el tejido donde se produce el reconocimiento inmune de los 
trofoblastos. Tiene como función la protección de los tejidos maternos de la 
invasión trofoblástica, la nutrición del embrión y protección inmunológica del 
feto y de la madre. 
Según estudios inmunohistológicos y citometría de flujo sobre la decidua en el 
primer trimestre, el 40% son linfocitos granulosos gigantes y el 22 % son 
macrófagos. Ambos tipos celulares son importantes en las respuestas de 
rechazo del injerto contra huésped47 . El citotrofoblasto extravelloso está en 
contacto con estas células. 
Linfocitos granulosos grandes: sólo se encuentran en el útero, se originan 
en la medula ósea y pertenecen a la línea de las células NK. Son el grupo de 
linfocitos predominantes, llegando a lo máximo en la fase secretora, en el 
momento de la implantación. Tienen un fenotipo distinto, con una densidad 
superficial alta del receptor CD56. Se asocian con las moléculas HLA-Cw y 
HLA-G en la superficie de trofoblasto extravelloso. Aumenta su número por 
acción de la progesterona y la IL-15 producidas por las células del estroma. 
Están en íntimo contacto con los aloantígenos fetales en el espacio 
intervelloso, intervienen en la modificación de la vasculatura uterina y protege 




Células Natural Killer: tienen un papel protagonista en la implantación del 
blastocisto. Se mantiene en gran número en el primer trimestre de la gestación 
y luego hay una reducción absoluta de su actividad en el tercer trimestre48 . 
La inactivación de las células NK deciduales y líneas de células T es inducida 
por prostaglandinas. La expresión de HLA-G y E por las células del trofoblasto 
permiten que las NK deciduales maternas reconozcan y respondan a células 
fetales del trofoblasto49 . 
El HLA-G ejerce sus efectos reguladores por unión a receptores específicos en 
diferentes tipos de células inmunes50. El complejo receptor de leucocitos está 
codificado por 15 genes polimórficos en el cromosoma 19 e incluye dos 
familias: receptores de leucocitos tipo inmunoglobulina (ILT2, ILT4, CD85j, 
CD85d) y receptores de células NK tipo inmunoglobulina (receptores KIR)51. El 
receptor KIR2DL4 (CD158d) es un miembro de la familia KIR que también se 
une a HLA-G. 
La inhibición de la citólisis de las NK por el HLA-G ocurre por dos vías 
principales: 
	 La vía directa, a través de la interacción con los receptores inhibitorios 
de las NK (KIR) incluyendo ILT2/LIR1, ILT4/LIR2, p49 (presente en NK 
deciduales), y KIR2DL4. Sin embargo las ILT2, ILT4 y p49 pueden 




	 La vía indirecta, consiste en la interacción con el receptor CD94/NKG2 
del HLA-E251 que contiene un péptido de la secuencia señal de la 
cadena pesada de HLA-G inhibiendo así la actividad de las NK51 . El 
HLA-E está involucrado en la regulación positiva y negativa de la 
citotoxicidad de las NK52 (figura 11). 
Figura 11. Receptor KIR y CD94 de las células NK, Petrie et al 53 . 
El reconocimiento de HLA-G por KIR/KAR y CD94 podría proveer el 
mecanismo por el cual las células NK controlan la migración del trofoblasto53 . 
Así, la interacción materno-fetal, y por lo tanto el futuro reproductivo podría 
depender de este sistema de reconocimiento inmune. 
La expresión del HLA-G en células del trofoblasto disminuye la actividad de las 




envían señales inhibitorias a las células NK uterinas y se unen a las moléculas 
del Complejo Principal de Histocompatibilidad no clásicas en trofoblastos, 
bloqueando la citotoxicidad por NK y contribuyendo a la tolerancia inmune 
(Figura 12). 
Figura 12. HLA-G (trofoblasto) y KIR (células NK), Contini et al 55 . 
Las moléculas CD336 y KIR2D modulan la actividad de las NK uterinas56. La 
capacidad lítica de las NK es inhibida por el receptor KIR2D a través del HLA 




Figura 13. Interacción KIR-HLA no clásico en la interfase feto-materna, 
Contini et al 55 . 
Las células NK secretan el TGF-β2 que suprime las células citotóxicas, el CSF-
1 que promueve la diferenciación y crecimiento de las células del trofoblasto y 
el GM-CSF que tiene influencia en el crecimiento placentario y desarrollo 
paracrino y autocrino. 
Macrófagos: la otra población celular predominante en la decidua son los 
macrófagos. Tienen efecto antiinflamatorio y previene la activación de los 
linfocitos T. Su número crece con la edad gestacional a término y representan 
el 15% del total de células deciduales. 
Los macrófagos aumentan y se distribuyen en la decidua luego de la 




respuesta inflamatoria local que favorece la invasión del epitelio uterino por el 
blastocisto, niveles altos de hormonas esteroideas femeninas y el aumento de 
la concentración de péptidos (CSF-1, GM-CSF, TNFα e IL-6)57 . El IFNγ 
producido por las NK incrementa la expresión de genes HLA clase I en los 
macrófagos y esto podría influenciar el repertorio de péptidos presentados 
durante la embriogénesis e implantación. 
Células T: los grupos de células linfoides grandes en los ganglios linfáticos son 
centros de reactividad inmune donde las células T y NK se activan. Se 
encuentran cerca de las glándulas endometriales y son activadas en el primer 
trimestre como resultado del estímulo antigénico fetal 58 . 
En la Figura 14, observamos que las células dendríticas tolerogénicas capturan 
y procesan antígenos procedentes de las células trofoblásticas en un 
microambiente antiinflamatorio. Estas migran a los ganglios linfáticos que 
drenan el útero y presentan el antígeno a los linfocitos T vírgenes 
diferenciándose a linfocitos T reguladores y promueven su expansión y 
activación. Son reclutados por el trofoblasto al sitio de implantación por medio 
de citoquinas, y van a suprimir la respuesta de los linfocitos efectores o inducen 




Figura 14. Microambiente anti-inflamatorio /tolerogénico de linfocitos T,
	
Grasso et al 59 .
	
Las células T maternas reconocen antígenos fetales y esta respuesta origina 
proliferación y acumulación de más linfocitos T. Durante el embarazo, los 
antígenos paternos inducen anticuerpos HLA específicos en la madre, 
elevando los precursores de células T citotóxicas para la inmunotolerancia 
fetal92 . 
Los péptidos del HLA-G se unen como moléculas de adhesión a células T 
supresoras CD8+ que han migrado a la decidua durante el período de 
implantación del blastocisto. De esta manera el trofoblasto podría seleccionar 
las células supresoras que interaccionan con el huésped materno92 . 
La proporción de linfocitos T varía según avanza la gestación. En el primer 
trimestre, los linfocitos T disminuyen y la relación CD4/CD8 se reduce. Aunque 
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el estado de inmunosupresión materna se mantiene, una respuesta dinámica 
de gran número de clones de células T es detectada a las 10 semanas de 
gestación y alcanzan su máxima concentración durante el segundo trimestre. 
Después de la semana 30, todos los clones de células T desaparecen antes del 
parto y el grado de clonalidad alcanza niveles normales. 
VII.1.2 AMBIENTE TH2 EN LA INTERFASE MATERNO-FETAL. 
En el embarazo se produce una modificación de la respuesta inmune, ya que 
se pasa de una respuesta TH1 a una TH2, por cambio en el equilibrio de las 
citoquinas por la placenta60 . La IL-4 se produce en el sincitiotrofoblasto y 
macrófagos deciduales, y la IL-10 es secretada por el citotrofoblasto positivo 
para HLA-G. 
Las células TH1 inducen varias acciones citotóxicas e inflamatorias mediadas 
por la acción de IL-2, IL-12, INFγ y TNFα, que estimulan las células T 
citotóxicas y las NK61 . Son responsables de la reacción inflamatoria de la 
inmunidad celular, la hipersensibilidad retardada y la lesión tisular en caso de 
las enfermedades infecciosas y autoinmunes. 
Las células TH2 producen IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, que estimula la producción de 
IgG por las células B, y se asocia a una respuesta de tipo humoral, 




Estos dos sistemas interactúan, cuando el INFγ producido por TH1 inhibe el 
desarrollo de células B, mientras que las TH2 producen IL-10 e IL-4 que inhibe 
la síntesis de citoquinas por TH1. El HLA-G inhibe la proliferación de CD4 y 
disminuye la producción de INFγ y TNFα por las células deciduales, además 
que aumenta la IL-10 y cambia el fenotipo TH1 a TH2 tolerogénico63 . En 
condiciones normales están en equilibrio, pero una desviación en el patrón de 
citoquinas, como ocurre con la producción placentaria, lleva al predominio de 
un tipo de respuesta sobre otro (Figura 15). 




Una prevalencia en la respuesta TH1 sobre la TH2 se asocia con fallos en la 
implantación, menor resistencia a la infección y menor producción de INFγ. 
Tiene acción citotóxica directa sobre el embrión, lesionando a las células 
trofoblásticas. Tanto el TNFα como el INFγ produce inhibición del crecimiento 
trofoblástico in vitro. Sin embargo, las citoquinas asociadas a una respuesta 
TH2 contribuyen a la implantación del embrión, desarrollo de la placenta y 
supervivencia del feto hasta el término de la gestación64 . 
La producción de citoquinas para una respuesta TH2 en la interfase materno 
fetal depende de los linfocitos CD4+, los macrófagos en el trofoblasto velloso, 
las células NK y las células estromales65. Hacia el final del tercer trimestre, en 
relación con el parto, existe una respuesta predominantemente TH1, por lo que 
muchos autores hablan de mecanismos inmunológicos implicados en los 
mecanismos del inicio del parto66 . 
VII.2 HUMORAL 
IL-10: potente antiinflamatorio producido por los linfocitos granulares gigantes y 
por el trofoblasto. Disminuye la producción de citoquinas y quimiotaxis de los 
linfocitos TH1 y macrófagos, interfiere en la presentación de los antígenos, 
inhibe la respuesta de los CD8+ y las NK, actúa como mediador de otros 
reguladores uterinos (progesterona, catecolaminas y prostaglandinas inducen 




IL-4: potente inhibidor de los linfocitos TH1 al inhibir la producción de INFγ y de 
IL-1268. Estimula la producción de progesterona en el cuerpo lúteo. Su receptor 
se localiza a nivel del citotrofoblasto y las vellosidades coriales. 
IL-6 e IL-13: ambas son citoquinas de las respuestas TH2. Una vez implantado 
el blastocisto se segrega IL-6 para inhibir la respuesta inflamatoria del 
endometrio y activar la producción de progesterona por el cuerpo lúteo. 
INF γ: es una citoquina típica de la respuesta celular, por los linfocitos TH1. 
TNF α: durante el embarazo hay linfocitos productores de TNFα en la placenta 
y su aumento se ha relacionado con abortos y necrosis placentarias infectadas 
por patógenos69 . Sus acciones proinflamatorias son la quimiotaxis de 
macrófagos y el desarrollo de la respuesta TH1. En el endometrio del 
embarazo temprano se ha detectado la expresión del MIF que inhibe la 
histólisis mediada por NK, activa la fagocitosis de los macrófagos y la 
producción de TNFα e IL-1. 
Prostaglandina E2: se produce en la decidua y contribuye al mantenimiento 
de la respuesta linfocitaria TH2, aumenta la producción de IL-10 de los 





El estradiol y la progesterona estimulan la producción de citoquinas TH2 por los 
monocitos y la PAPP-A que inhibe la proliferación de las células T y la 
secreción de IL-2. Ayudan a la tolerancia materna al promover la respuesta 
TH2 sobre TH1. 
El LIF es sintetizado y secretado por el endometrio materno. Es necesario para 
la implantación, diferenciación y crecimiento del trofoblasto71 . Entre las 
sustancias que activan al LIF se encuentran la progesterona, la IL-4 y la IL-1, 
mientras que es inhibida por el INFγ y la IL-12. 
La progesterona es necesaria para el mantenimiento del embarazo. Su 
producción en el cuerpo lúteo es estimulada por la IL-6 y IL-472 . En el 
sincitiotrofoblasto, la progesterona favorece la producción de citoquinas TH2. 
Inhibe la fagocitosis y la proliferación de linfocitos T CD4+ inducidas por IL-1, y 
funciona en sinergia con la prostaglandina E. El estradiol tiene un efecto dual 
dependiente de la concentración, mientras que la progesterona y la 




Figura 19. Acción hormonal en la respuesta inmune, Yie et al 72 . 
La apoptosis o muerte celular programada se ha propuesto como mecanismo 
de defensa del trofoblasto frente al sistema inmune. Este mecanismo puede 
ponerse en marcha por las citoquinas propias de las respuestas TH1, el TNFα, 
o la expresión de FAS ligando en la membrana celular. 
El FAS ligando (CD95L) es un péptido de membrana que se expresa en el 
citotrofoblasto, sincitiotrofoblasto y decidua y se une al receptor FAS. Es la 
molécula efectora más importante de los linfocitos citotóxicos, y está implicada 
en la tolerancia inmune como en el suicidio de células T estimuladas por un 
antígeno73 . 
Cuando los linfocitos expresan FAS se unen al FAS-L, provoca el acoplamiento 
de la proteína FADD y se pone en marcha la cascada de las caspasas en la 




por las células T. Los linfocitos apoptóticos son rápidamente eliminados por los 
fagocitos y no inducen inflamación. El resultado de la apoptosis de los linfocitos 
T activados por un antígeno fetal es que se pierden células específicas contra 
él induciendo tolerancia. El HLA-G soluble es capaz de inducir la apoptosis de 
las células T CD8 a través de la vía FAS/FASL (Figura 17). 
Figura 17. Sistema FAS y FAS ligando, Litman et al 8. 
La disminución de la actividad del complemento es otro de los principales 
efectores de la inmunidad humoral, así como mecanismo importante en la 
inmunidad innata74. Se activa por tres vías, la clásica (unión de C1 al complejo 
antígeno-anticuerpo), la alternativa (C3b se une directamente a superficies 
antigénicas) y la de las lectinas. El trofoblasto expresa reguladores del sistema 
de complemento para que la gestación tenga éxito. La activación incontrolada 




VIII. COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD. 
Las moléculas de histocompatibilidad fueron descubiertas por ser las 
principales responsables de las reacciones de rechazo de tejidos trasplantados 
entre individuos de la misma especie75. Los loci genéticos reguladores de la 
síntesis de estos antígenos se agrupan en una región denominada Complejo 
Principal de Histocompatibilidad y se heredan de acuerdo con las leyes de 
Mendel. 
Las moléculas de histocompatibilidad se localizan en la superficie de las células 
de las distintas especies animales. En el ser humano se denominan antígenos 
HLA (antígenos leucocitarios humanos, del inglés "Human leukocyte antigen") y 
están codificadas por genes ubicados en el brazo corto del cromosoma 6 
(Figura 18). 




Los genes del Complejo Principal de Histocompatibilidad desempeñan un papel 
central en la respuesta inmunitaria frente a antígenos proteicos, ya que los 
linfocitos T específicos para un antígeno no lo reconocen en su forma libre ni 
soluble, sino que reconocen porciones de los antígenos proteicos, unidos de 
forma no covalente a productos génicos del HLA77 . 
VIII. 1 TIPOS DE MOLECULAS HLA: 
Los genes del Complejo Principal de Histocompatibilidad en el hombre son muy 
polimórficos, es decir, existen muchas variantes alélicas en una población que 
difieren en sus distintas capacidades para unirse y presentar los diferentes 
determinantes antigénicos de las proteínas78 . Según su estructura, las 
moléculas de histocompatibilidad se dividen en dos grandes grupos: moléculas 
de clase I y moléculas de clase II, que se encuentran codificadas por 
regiones distintas dentro de la región genética del HLA y desempeñan 
diferentes funciones inmunológicas. 
Un haplotipo HLA es una región genética de un cromosoma que contiene todos 
los genes HLA (excepto los que codifican la β2 microglobulina). Incluye los 
genes clase I "clásicos" o clase Ia: HLA-A, HLA-B y HLA-C; los genes clase I 
no clásicos o Ib: HLA-E, HLA-F y HLA-G, y los genes clase II: HLA-DR, HLA-
DQ y HLA-DP243. Su herencia es codominante, por lo que el gen del padre y de 
la madre se expresa en el fenotipo del hijo, y se expresan los dos alelos de 
cada locus 79 . 
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El gen HLA-G está localizado en el cromosoma 6, cerca del HLA-A. El HLA-E 
está localizado entre el HLA-C y el HLA-A, mientras que el HLA-F está situado 
cerca del HLA-G y el HLA-A. La estructura de los genes HLA de clase Ib es 
muy similar a los genes de clase Ia. Sin embargo, existen diferencias en 
relación con el extremo 3'- (cola citoplasmática). La cola citoplasmática corta 
del HLA-G es importante para disminuir la endocitosis de la misma (Figura 19). 
Figura 19. Genes HLA clase I, II y III, Brand et al 80 . 
VIII. 1.1 MOLÉCULA HLA CLASE I. PROTEÍNAS Y GENES. 
Las moléculas de los antígenos de histocompatibilidad de clase I están 
constituidas por 2 cadenas polipeptídicas: una cadena pesada, glicosilada, de 
mayor tamaño, con un peso molecular de 45 kD, asociada, mediante 
interacciones no covalentes a una cadena ligera, la β2 microglobulina con un 
peso molecular de 12.5 Kd81 (Figura 20). 
La β2 microglobulina es idéntica en todos los individuos de la misma especie, y 
los genes que la codifican no se encuentran en el Complejo Principal de 
Histocompatibilidad. Su análisis estructural revela que pertenece a la 
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superfamilia de las inmunoglobulinas, con una notoria homología con el tercer 
dominio constante de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas83 . 
Figura 20. Molécula HLA clase I 82 . 
La cadena pesada, por el contrario, es altamente variable entre individuos de la 
misma especie, siendo responsable del polimorfismo antigénico de las 
moléculas de histocompatibilidad clase I. Se distinguen 3 zonas bien definidas: 
una zona extracelular de mayor tamaño en la que se encuentran los 
determinantes antigénicos de la molécula, una pequeña región transmembrana, 
hidrófoba, y finalmente una región intracitoplasmática de 35 aminoácidos. 
La zona extracelular se halla organizada en tres dominios de 90 residuos cada 




disulfuro intracatenarios. Los dominios α1 y α2 constituyen regiones de 
contenido variable de aminoácidos, es decir, son zonas donde radica la 
variabilidad de la molécula. El dominio α3 es constante, pertenece a la familia 
de las inmunoglobulinas y tiene notable homología con la región constante de 
la β2 microglobulina (Figura 21). 
Figura 21. Estructura tridimensional HLA clase I, Torres et al 85 . 
La región que codifica las moléculas de clase I está dividida en 3 loci conocidos 
como A, B y C, que codifican 3 tipos de cadenas pesadas para las distintas 
moléculas de clase I (HLA-A, HLA-B y HLA-Cw). Son los genes clase I 
"clásicos" o Ia. Codifican para glicoproteínas de membrana y están implicadas 
en la restricción del reconocimiento antigénico mediada por linfocitos T 
citotóxicos. 
Las moléculas HLA de clase I se expresan en la mayoría de las células 




o nula, como en las células musculares, neuronas del SNC y fibroblastos. El 
INFα, INFβ e INFγ aumenta la expresión del HLA tipo I. Existen genes de HLA 
clase I "no clásicos" o Ib, que son el HLA-E, HLA-F y el HLA-G, que se 
explicará más adelante. 
VIII. 1.2 MOLÉCULA HLA CLASE II. PROTEÍNAS Y GENES. 
Las moléculas de clase II son glicoproteínas que se encuentran en la superficie 
celular. Están formadas por 2 cadenas, denominadas cadena alfa o pesada y 
cadena beta o ligera, asociadas entre sí mediante interacciones de naturaleza 
no covalente87 .Tanto la cadena ligera como la pesada se encuentran 
codificadas por genes situados en el Complejo Principal de Histocompatibilidad. 




La cadena pesada tiene un peso molecular de 33 kD y la cadena ligera, 29 kD. 
Ambas tienen una organización semejante. Están constituidas por 2 dominios 
extracelulares α1 y α2 en la cadena pesada, y β1 y β2 en la cadena ligera. El 
dominio α1 es abierto, mientras que los dominios α2, β1 y β2 se pliegan 
mediante un puente disulfuro en cada uno de ellos. 
Los dominios α2 y β2 pertenecen a la familia de las inmunoglobulinas, mientras 
que los α1 y β1, que son los que presentan mayor diversidad, presentan 
homología con los dominios α1 y α2 de los antígenos clase I. Un tercer dominio 
corresponde a la región de cada cadena que atraviesa la membrana celular, 
contiene unos 3 aminoácidos y es hidrofóbica. El cuarto dominio corresponde a 
la parte citoplasmática de la molécula, es hidrofílica y tiene 16 aminoácidos. 
En las moléculas clase II se encuentran los pares de genes que codifican las 
cadenas α y β de los antígenos HLA-DR, HLA-DQ244 y HLA-DP (Figura 23). 
Las moléculas de HLA de clase II se expresan en la estirpe monocito-
macrófagos, linfocitos B activados, linfocitos T CD4+ activados y el endotelio 
vascular. También se expresa en alta densidad, en células que actúan como 
presentadoras de antígenos, como las dendríticas del bazo, las epidérmicas de 
Langerhans y el endotelio. El INFγ aumenta la expresividad de HLA clase II en 





Figura 23. Estructura de las subregiones DP, DQ y DR, Geraghty et al 88 . 
VIII. 2 CARACTERISTICAS GENERALES DEL SISTEMA HLA. 
Las moléculas del HLA están asociadas a membranas y no se secretan, es 
decir, las células T solo interactúan con células que expresan antígenos 
asociados al complejo mayor de histocompatibilidad y no con antígenos 
solubles. Las células que llevan moléculas del HLA presentan el antígeno a los 
linfocitos T. 
Los patrones de asociación del antígeno a las moléculas clase I o II del HLA 
determinan el tipo de célula T que es estimulada por las diferentes formas de 
los antígenos. Es decir, los fragmentos peptídicos exógenos se unen a las 
moléculas de clase II, y los péptidos generados en el citosol, es decir, 




Las características generales del sistema HLA son: el polimorfismo, el 
desequilibrio de ligamento, la reacción cruzada y la restricción de la localización 
tisular. 
VIII. 2.1 POLIMORFISMO: 
Es el resultado de la presión evolutiva ejercida por agentes infecciosos debido 
a mutaciones puntuales y la recombinación genética. El HLA posee diferentes 
loci y un número extraordinariamente grande de alelos diferentes en cada uno 
de ellos. Por lo tanto, es el complejo más poligénico y polimórfico que se 
conoce89. Se han descrito más de 1000 alelos para HLA clase I y más de 500 
para clase II. Este enorme polimorfismo y la codominancia de alelos dan como 
resultado una gran diversidad de moléculas dentro de una especie (Figura 24). 
Los genes responsables de la aceptación o el rechazo de un tejido son los 
genes de histocompatibilidad, y esas diferencias se atribuyen al polimorfismo 
genético entre los diferentes alelos de histocompatibilidad91 . La genética del 
rechazo del trasplante indica, que el producto de los genes del HLA se expresa 
de forma codominante, es decir, se expresan los alelos de los dos cromosomas 
de una pareja (Figura 24). 
Las proteínas HLA-G son casi monomórficas, es decir, con cuatro 
polimorfismos de aminoácidos descritos. Está en contraste con los antígenos 




Figura 24. Expresión de HLA clase I y II materno y paterno, Tan et al 90 . 
Este pleomorfismo de la molécula es debido a una adaptación evolutiva 92 , 
dado que el papel del HLA es presentar todo tipo de péptido procedente de 
organismos invasores. Estos polimorfismos están restringidos a la zona de 
unión del péptido y supone diferencias mínimas entre la secuencia de 
aminoácidos, siendo suficientes para originar una diferencia en la estructura 
tridimensional de la hendidura de anclaje de los péptidos. Los polimorfismos 
moleculares se encuentran en los exones 2 y 3 para HLA-I y en el exón 2 para 
el HLA-II. 
Cada célula humana expresa 6 alelos HLA de clase Ia (los alelos HLA-A, B y C 
de cada progenitor) y 6-8 alelos HLA de clase II (HLA-DP y DQ, uno o dos 




estos genes es muy elevado: existen 350 alelos de HLA-A, 620 alelos del B, 
400 alelos de DR y 90 alelos de DQ94 . Como estos alelos se heredan y 
expresan en muchas combinaciones diferentes, cada individuo expresará 
moléculas diferentes a otro individuo, excepto en los gemelos idénticos. 
El gen HLA-G también tiene polimorfismos en los intrones, la región promotora 
y la región no traducida (3´UTR). Este último consiste en la delección/inserción 
de 14 pares de bases (bp) y se asocia con niveles reducidos de expresión de 
ARNm de HLA-G 95. El polimorfismo de 14-bp situado en el exón 8 ha atraído la 
atención debido a su papel en el splicing alternativo y la estabilidad del ARN. 
El sistema inmune ha ido mutando los genes del HLA para generar una alta 
variabilidad en el sitio de unión al péptido, de manera que anula la posibilidad 
de que los microorganismos generen variantes cuyos péptidos no son 
presentados por las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad. Esta 
presión de selección hace que la frecuencia de modificaciones de secuencias 
en diferentes alelos sea muy superior a lo esperado si el proceso fuera simples 
mutaciones al azar. La recombinación entre alelos del mismo locus es el 
mecanismo más utilizado para crear polimorfismos genéticos. 
La distribución de los alelos HLA-G es diferente en las poblaciones étnicas. Las 
poblaciones caucásicas muestran un polimorfismo muy limitado. En contraste 
con esto, los afroamericanos muestran un alto polimorfismo. Esto es importante 




La ventaja de tener múltiples genes del HLA clase I y II es que aportan 
diferentes especificidades de unión a péptidos y mejora la potencia de la 
respuesta inmune contra el patógeno al aumentar el número de linfocitos T 
específicos. 
El paludismo representa un ejemplo de este fenómeno de distribución selectiva 
de un determinado alelo que confiere ventajas evolutivas. Es una enfermedad 
endémica y mortal en África, pero en la región oeste del continente, los 
individuos con el HLA-B52 (molécula clase I), tienen una alta resistencia y una 
baja proporción de enfermedad con cuadros leves97. Es una selección positiva 
HLA que les confiere una clara ventaja evolutiva en las regiones donde el 
paludismo es endémico. 
Las desventajas del polimorfismo HLA son: mayor incidencia de enfermedades 
autoinmunes por falta de autocontrol tímico, los inconvenientes en los 
trasplantes de órgano sólido y de médula ósea por incompatibilidad donante-
receptor98 y la dificultad en el diseño de vacunas de tipo celular. Los pacientes 
que rechazan trasplantes o tienen reacciones trasfusionales frente a leucocitos, 
desarrollan anticuerpos circulantes contra antígenos de los leucocitos de la 
sangre o del órgano del donante. Esos aloantígenos son productos de genes 
polimórficos que distinguen los tejidos extraños de los propios. Existen varios 
loci genéticos polimórficos agrupados juntos en una sola área del genoma, que 




VIII. 2.2 DESEQUILIBRIO DE LIGAMENTO:
	
A pesar de los principios de la genética de Mendel que establece que la 
frecuencia de alelos de un locus no afecta la frecuencia de alelos de otro locus, 
el HLA no sigue esta regla básica. La frecuencia de la presencia de 
determinados alelos en distintos loci al mismo tiempo es mucho mayor o menor 
a lo esperado de la población general. Es lo que se llama desequilibrio de 
ligamento. Es posible que una combinación de alelos pueda ser ventajosa en 
términos inmunológicos y se seleccione positivamente. 
Representa la tendencia de ciertos alelos a asociarse entre sí, formando 
haplotipos más frecuentes que lo previsto por asociación aleatoria. Por 
ejemplo, la frecuencia del haplotipo HLA-A1, B8, DR3 y DQ2 en la población 
caucásica es mucho mayor que la esperada por la recombinación aleatoria de 
los 3 alelos. 
VIII.2.3 REACCION CRUZADA: 
Fenómeno por el que un anticuerpo reacciona con varios antígenos diferentes. 
Muchas moléculas de HLA comparten una gran homología de secuencia de 
aminoácidos en la estructura molecular, y no es extraño que dichas moléculas 
o antígenos HLA compartan un sitio de unión a un anticuerpo específico.100 
Estos grupos de antígenos HLA, que comparten los sitios de unión de los 
anticuerpos, se denominan "cross reacting groups", y puede suponer una 
limitación de las técnicas inmunológicas. 
69 
_________________________________________________INTRODUCCIÓN 
VIII.2.4. RESTRICCION DE LA LOCALIZACION TISULAR: 
Las moléculas HLA clase I y II corresponden a dos vías diferentes de 
procesamiento de antígenos y de defensa inmune (Tabla 1). 
La expresión del gen HLA es restrictivo a nivel celular. La proteína HLA clase I 
se ha descrito en todas las células nucleadas excepto en glóbulos rojos, células 
germinales y sincitiotrofoblasto. Las neuronas, los hepatocitos y los monocitos 
presentan niveles bajos de moléculas HLA clase I. 
Característica HLA-II HLA-I 
Péptido-HLA Cadenas polimórficas α y 
β, péptido unido a ambas 
Cadenas polimórficas α y 
β2 microglobulina , péptido 






Casi todas las células 
nucleadas 
Función de linfocitos T CD4+ CD8+ 
Origen de proteínas 
antigénicas 
Endosomas o lisosomas Citosol (fagosomas) 
Enzimas Proteasas Proteasoma citosólico 
Sitio de carga Compartimiento vesicular Retículo endoplasmático 
Moléculas de transporte Cadena invariante, DM TAP 
Tabla 1. Características del HLA clase I y II 101 . 
La proteína HLA clase II se expresa en trofoblasto, timo del adulto, córnea, 




como trasplantes102 , enfermedades inflamatorias103 , células tumorales104 e 
infecciones virales105 . 
La molécula de HLA-G se expresa en la superficie celular de las presentadoras 
de antígeno (macrófagos, dendríticas y linfocitos B) que presentan péptidos 
antigénicos extracelulares procesados a los linfocitos T cooperadores (CD4+). 
Los linfocitos T presentan una propiedad llamada restricción HLA: sólo 
pueden detectar un antígeno si viene presentado por una molécula HLA del 
mismo individuo. Esto se debe a que cada linfocito T tiene una especificidad 
dual: el receptor del linfocito T reconoce algunos residuos del péptido y 
simultáneamente algunos residuos de la molécula HLA que lo presenta. Esto 
es importante en los trasplantes, ya que los linfocitos T deben aprender a 
reconocer las moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad propias 
del individuo en su maduración y selección en el timo. 
VIII.3 FUNCIONES DEL SISTEMA HLA. 
Las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad presentes en las 
células del organismo son marcadores para las células inmunes de lo “no 
propio” e intervienen en la educación tímica de los linfocitos T. Los linfocitos T 
que reconocen moléculas clase I pertenecen a la población citotóxica, y los que 
reconocen moléculas HLA clase II tienen función reguladora produciendo 
citoquinas. Estas moléculas son antigénicas para otro individuo de la misma 




VIII.3.1 PRESENTACION ANTIGÉNICA DE LAS MOLECULAS HLA I. 
Las moléculas HLA de clase I actúan como receptores de péptidos endógenos, 
propios y alterados (tumorales y virales), para hacerlos accesibles a la 
detección por las células T CD8+. Cada molécula HLA clase I puede formar 
complejos con un amplio espectro de péptidos, pero existe selectividad alelo-
específica. Las proteínas intracelulares son degradadas en un proteasoma ATP 
dependiente. Los péptidos generados en el citosol son traslocados al retículo 
endoplasmático por los transportadores TAP1 y TAP2, dependiente de ATP. Se 
ensambla la cadena pesada asociada a la calreticulina y la tapasina, y este 
complejo se carga con la molécula de clase I, adquiere conformación madura, 
se libera y transporta a la membrana celular a través de la ruta secretora de 
Golgi (Figura 25). 
Figura 25. Presentación antigénica para HLA clase I,
	





VIII.3.2 PRESENTACION ANTIGENICA DE LAS MOLECULAS HLA II. 
Las moléculas de clase II unen un grupo heterogéneo de péptidos procedentes 
del exterior celular y se encargan de exponerlos en la superficie de las células 
presentadoras de antígeno (linfocitos B, células dendríticas y macrófagos) de 
los linfocitos T CD4+. La mayor parte de los péptidos provienen de la 
degradación endocítica de proteínas exógenas o proteínas endógenas que 
acceden a los endosomas. El ensamblaje de la molécula clase II con el péptido 
ocurre en los compartimientos MIIC (MHC class II compartiment). Las cadenas 
α y β del HLA clase II se sintetizan en el retículo endoplasmático y se asocia 
con la cadena invariante Ii. Estos complejos se exportan a los compartimientos 
endocíticos por el aparato de golgi y se unen a los péptidos antigénicos para 
ser expresados en las células presentadoras de antígeno (Figura 26). 
Figura 26. Presentación antigénica para HLA clase II,
	





VIII. 3.3 OTRAS MOLECULAS HLA. 
Existen otras moléculas de histocompatibilidad entre las que se destacan HLA-
G, HLA- E y HLA-F (no clásicas o Ib), que presentan una gran homología con 
las moléculas clásicas del HLA clase I (HLA-A, HLA-B y HLA-C)108 . El 
polimorfismo genético de los genes HLA clase Ib es muy escaso en contraste 
con el alto polimorfismo de las moléculas de clase Ia y II. 
El HLA-E es un ligando de un receptor inhibidor de citotoxicidad de las células 
NK y se expresa en diferentes tipos celulares como los antígenos de clase I109 . 
La hendidura del enlace HLA-E tiene gran afinidad para el péptido señal del 
HLA-G, y esta unión es importante para la expresión del HLA-E en la superficie 
del trofoblasto. 
El HLA-E se transcribe en todos los tejidos humanos, pero su expresión en la 
superficie celular se expresa raramente, lo que impide una definición clara de 
su función110 . Se une a un conjunto de péptidos restringidos autólogos y la 
mayoría se derivan de la secuencia líder de MHC clásica o de las moléculas de 
HLA-G. También se unen a péptidos derivados de patógenos, a proteínas del 
shock térmico (HSP 96)111 y a otros péptidos complejos ligandos de linfocitos T. 
Se unen a los receptores inhibidores de NK y linfocitos T llamados 




Funciona como un intermediario: si la célula está sana, se sintetizan proteínas 
HLA-A, B y C, con lo que el HLA-E tiene a su disposición péptidos para unirlos 
y expresarlos en la superficie celular, interactuar con los receptores 
CD94/NKG2 en las células NK y producir su inhibición112 . Si la célula se 
enferma por virus o tumores, se interrumpe el proceso mediador del HLA-E y 
se pierde la señal inhibitoria a la NK, se vuelve vulnerable y ocurre la lisis 
celular (Figura 27). 
Figura 27. HLA-E y células NK, Navarro et al 112 . 
Presenta una estructura tridimensional parecida a las moléculas clásicas A, B y 
C, con sitios de unión conservados para la β2 microglobulina y el CD8113 . 
Inhibe la actividad citotóxica de las NK y linfocitos T110 . 
La expresión de HLA-E en tumores se demostró de manera indirecta ya que la 




del receptor CD94/NKG2A114 . La expresión del HLA-E puede representar un 
mecanismo de escape del tumor de la vigilancia inmune. 
El HLA- F se expresa en amígdalas, bazo y timo115. Se unen a los receptores 
inhibidores de leucocitos. Se expresa en las células citotrofoblásticas invasivas, 
las cuales son las únicas que expresan las tres moléculas HLA clase Ib. 
En la Figura 28 observamos la estructura génica de otros pseudogenes de la 
región clase I: HLA-H, HLA-J, HLA-K y HLA-L. Se sitúan en las proximidades 
del HLA-A y se desconoce si tienen alguna función biológica117 . También 
existen genes truncados, denominados HLA-16, 75, 80 y 90. Existe una región 
HLA clase III, identificada con genes de los factores de complemento de la vía 
clásica, alternativa y TNF (α y β). Estos genes no tienen relación funcional o 
evolutiva con los antígenos HLA I o II. 




VIII 4. APLICACIONES DEL HLA. 
VIII. 4.1 MÉDICAS. 
VIII.4.1.1 EXPRESIÓN DE HLA EN ENFERMEDADES AUTOINMUNES 
El estudio del polimorfismo del HLA nos ayuda a comprender la susceptibilidad 
a patologías autoinmunes116 . Se sabe que determinadas enfermedades se 
asocian con el incremento de la frecuencia de un determinado alelo HLA y son 
de etiología desconocida, crónicas y con agrupamiento familiar117. El HLA es un 
factor de susceptibilidad o marcador de riesgo identificado a pesar del 
polimorfismo y la ampliación de subtipos alélicos de clase I y II. 
En la espondilitis anquilopoyética, existe una fuerte asociación con el antígeno 
de clase I: HLA-B27, y ciertos péptidos antigénicos forman complejos con ese 
HLA e inducen fenómenos de autoinmunidad 118 . Otras enfermedades se 
asocian con antígenos clase II (HLA-DR), como el lupus eritematoso sistémico 
y la diabetes tipo 1. 
Varias hipótesis explican los mecanismos de asociación entre HLA y 
enfermedad: 
 Mimetismo molecular entre HLA y agentes infecciosos: existen 
determinantes antigénicos cruzados entre Klebsiella sp., el HLA-B27 y la 




ya que un determinante inmunogénico de un antígeno exógeno es 
estructuralmente similar a un determinante propio119 . 
 Modificación de la estructura del HLA: por agentes infecciosos o agentes 
químicos. 
	 Antígenos HLA como receptores: la presencia del HLA sobre la célula 
blanco es un requisito para que penetre el patógeno a la célula y se 
desarrolle la enfermedad. 
	 Déficit en la respuesta inmune: cualquier trastorno implica a antígenos 
HLA y su participación genética en la enfermedad. 
	 Déficit de factores del complemento: solo o en desequilibrio génico con 
una molécula HLA, se asocia a susceptibilidad de algunas 
enfermedades. El déficit del factor C2 del complemento se asocia con 
DR3 en LES, y el defecto en el gen CYP21 de la 21-hidroxilasa se 
asocia con HLA-B47 en la hiperplasia adrenal congénita. 
	 Fallo en la selección, llamado también "agujero en el repertorio": la 
selección positiva o negativa de linfocitos T autorreactivos o moléculas 
deficientes en la presentación de péptidos antigénicos contribuyen a la 
patogénesis de la enfermedad. 
Las enfermedades autoinmunes constituyen desórdenes multifactoriales 
favorecidos por factores genéticos y ambientales. Los factores genéticos 
incluyen agrupamientos familiares, grupos étnicos, gemelos monocigotos y 
transmisión autosómica dominante120 . 
78 
_________________________________________________INTRODUCCIÓN 
El tipaje HLA es el análisis para conocer los alelos HLA de un determinado 
individuo mediante métodos serológicos, análisis de genes por biología 
molecular y métodos celulares121. Se utiliza en el estudio de la asociación de 
distintas formas clínicas de una enfermedad, como la diabetes tipo 1 y el HLA-
DR3 y DR4 (Tabla 2). 
Enfermedad HLA RR 
Síndrome de Reiter B27 37 
Espondilitis anquilosante B27 106 
Tiroiditis de Hashimoto B47 15 
Tiroiditis de Hashimoto DR5 3 
Esclerosis Múltiple DR15 5 
Artritis reumatoide DR4/DR10/DR21 4 
Diabetes tipo I DR3/DR4/DQ2/DQ8 3-6 
Enfermedad celíaca DQ2/DQ8 30 
Tabla 2. Enfermedades más comunes asociadas con las moléculas HLA121 . 
Este estudio de relaciones presenta varios problemas, como son: los alelos 
asociados a una enfermedad también se encuentran en la población general 
sana, un solo alelo se puede asociar con más de una enfermedad y en una 
misma enfermedad no hay una asociación del 100% de los casos con un alelo. 
Hasta que sea posible una definición más precisa de los productos del 
Complejo Principal de Histocompatibilidad, los estudios de asociación con 
enfermedad no tendrán más que interés académico, pero empiezan a tener un 
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lugar en las nuevas formas de diagnóstico y tratamiento de las enfermedades 
autoinmunes. 
VIII. 4.1.2 EXPRESIÓN DEL HLA EN TUMORES 
Los antígenos HLA clase I juegan un papel esencial en el reconocimiento de 
las células tumorales por el sistema inmune. Permiten el reconocimiento de las 
células malignas por las células NK y linfocitos T122 . 
El HLA-G podría favorecer a las células tumorales para el escape de la 
inmunovigilancia123 , como se ha visto en carcinomas de pulmón, linfomas 
cutáneos, tumores cerebrales y melanomas. Los mecanismos son un aumento 
de la expresión en la superficie de HLA-G, formas solubles que ejercen 
acciones inmunosupresoras a distancia e inducir la presencia de HLA-G en las 
células dendríticas para inhibir la respuesta inmune. Se detectan isoformas del 
HLA-G en tumores con altos niveles de trascripción y expresión génica, e 
inhibe la citólisis de las NK y la secreción de factores inhibitorios como la IL-10 
124 . Además, los factores del microambiente del tumor como la hipoxia y el 
TNFα regulan la expresión transcripcional del HLA-G y favorece el escape 
tumoral de la lisis por NK, así como cambios epigenéticos como la 
desmetilación del DNA e histonas de los genes125 . 
La capacidad tolerogénica del cáncer debe ser tomada en cuenta en los 




diseño de dianas terapéuticas a fin de estimular la respuesta de las células T 
en la inmunoterapia de los tumores, como el INFα que induce su expresión126 . 
Por otra parte, la presencia de HLA-G en sangre periférica procedente de las 
células tumorales o de las células presentadoras de antígeno, puede ser un 
marcador tumoral y contribuyen al estudio del pronóstico, presencia de 
metástasis y eficacia de los tratamientos oncológicos127,128. Se está estudiando 
el papel del HLA-G como marcador de susceptibilidad a la quimioterapia del 
cáncer de ovario avanzado129 . 
Los tumores digestivos tienen una gran plasticidad y pueden emplear diferentes 
armas inmunosupresoras para escapar del ataque inmune235. El conocimiento 
de los mecanismos por los que las células tumorales evaden al sistema inmune 
puede proporcionar en un futuro una aproximación terapéutica para los 
tratamientos oncológicos130 . 
La trogocitosis o sinapsis inmunológica es un tipo de contacto entre las 
células que conducen a la sustitución de piezas de membrana y moléculas 
asociadas131. Los linfocitos T, B y NK conjugadas con células presentadoras de 
antígeno extraen moléculas de la superficie de estas células y las presentan en 





Se ha demostrado que el HLA-G puede ser adquirido por las células tumorales 
a través de trogocitosis activa de las células NK, lo que puede ser un 
mecanismo de escape inmune de los tumores HLA-G negativos132 . Este 
mecanismo puede ser inhibido por el bloqueo de la molécula HLA-G o los 
receptores de superficie de las NK. 
La Figura 29 es una representación esquemática para la terapia antitumoral 
dirigida contra la molécula HLA-G133. Se puede actuar contra su transcripción 
(1), en la traducción del ARNm (2), interferir en la expresión superficial (3), 
bloquear la interacción entre el HLA-G del tumor y los receptores inhibidores 
ILT-2 y ILT-4 de las células presentadoras de antígenos (4), trogocitosis de 
fragmentos de membrana con HLA de células presentadoras de antígeno a las 
células T o de células tumorales a las NK (5) o por baja maduración de las 
células T supresoras (6). Las estrategias van dirigidas al bloqueo de la 
expresión del HLA-G o su función con anticuerpos específicos para mejorar el 
aclaramiento inmune de las células tumorales HLA-G positivas. 
VIII.4.1.3 EXPRESIÓN DEL HLA EN TRASPLANTES 
La comprensión de los mecanismos de tolerancia del sistema inmune materno 





La práctica de trasplantes en clínica humana es el tratamiento final del fracaso 
renal, hepático, cardíaco o de médula ósea. Son alotrasplantes en los que la 
presencia de moléculas HLA distintas a las del receptor, provoca el desarrollo 
de anticuerpos y células T citotóxicas y conducen al rechazo. Si los HLA son 
compatibles, se reduce en gran medida la incidencia y severidad del rechazo y 
aumenta la supervivencia del injerto134 . 
Figura 29. Dianas terapéuticas HLA-G en tumores, Hudrisier et al 133 . 
Todas las moléculas HLA pueden ser dianas del rechazo de trasplantes, 
aunque HLA-C y HLA-DP tienen bajo polimorfismo y menor importancia en los 
rechazos inmunes. El HLA-G presenta funciones de inmunotolerancia, por lo 
que su expresión puede contribuir a la aceptación del trasplante por inhibición 
de la lisis mediada por NK y linfocitos T citotóxicos, y la supresión de la 




La expresión de HLA-G soluble en el suero y los injertos de corazón134 , 
hígado136, pulmón y riñón137 se asocian con mejor pronóstico del trasplante y 
menos fenómenos de rechazo. El genotipo homocigoto para el polimorfismo 
14-pb induce altos niveles de expresión de HLA-G soluble y menor incidencia 
de rechazo del injerto trasplantado138 . Estos antígenos solubles pueden 
prolongar la supervivencia del trasplante por inhibición de los linfocitos T 
citotóxicos aloreactivos, que se unen a los receptores de células T CD8 e 
inducen apoptosis de las células citotóxicas y las NK. Es decir, el HLA-G podría 
ser un posible marcador clínico y terapéutico para el pronóstico de los 
trasplantes de órganos y terapia tolerogénica139 . 
El rechazo agudo y la enfermedad de injerto contra huésped son enfermedades 
mediadas por linfocitos T por diferencias HLA entre el donante y el receptor140 . 
En el rechazo agudo, existen anticuerpos anti-HLA preformados en el receptor 
antes del trasplante, por transfusiones de sangre previas (con linfocitos del 
donante), anti HLA durante la gestación (contra los HLA paternos del feto) y 
trasplantes previos. En la disfunción crónica del órgano trasplantado existen 
anticuerpos anti-HLA en el receptor contra las moléculas HLA en el endotelio 
del trasplante141 . 
Es fundamental realizar una prueba de reacción cruzada entre células del 
donante y suero del receptor, para detectar la presencia de anticuerpos anti-
HLA preformados en el receptor y evitar el rechazo agudo. Se verifica la 




mayor es la supervivencia del mismo. La compatibilidad total solo existe entre 
gemelos idénticos, pero existen bases de datos a nivel mundial para optimizar 
la compatibilidad HLA entre un donante potencial y el paciente. Actualmente el 
desarrollo de métodos de tipaje de alta resolución sobre DNA de cada locus 
HLA, tiene mejores resultados en los trasplantados142 . 
La supervivencia del injerto es mayor entre individuos emparentados HLA 
compatibles que entre no emparentados con el mismo grado de compatibilidad 
HLA, ya que el polimorfismo del sistema es tan elevado que puede haber 
diferencias que no se aprecian con el tipaje serológico. Normalmente se 
estudian 4 loci del HLA (HLA-A, B, C y DRB1). Debido al desequilibrio de 
ligamiento entre todos los genes HLA, los loci no estudiados son diferentes 
entre individuos no emparentados. 
La enfermedad injerto contra huésped es una complicación específica del 
trasplante de progenitores hemopoyéticos, producida por los linfocitos T del 
donante143. Las células dendríticas del receptor presentan aloantígenos en el 
contexto HLA a los linfocitos T CD4+ del donante, que se activan y liberan IL-2 
que a su vez activan linfocitos T CD8+, responsables del daño de las células 
del receptor con antígenos HLA clase I. Intervienen las NK y los macrófagos 
liberando citoquinas e INFγ que aumenta la expresión del HLA (Figura 30). 
En la prevención del rechazo se puede actuar a distintos niveles: buscando la 




anticuerpos preformados contra los antígenos HLA del donante, además del 
uso de terapia inmunosupresora145 . 
Figura 30. Enfermedad de injerto contra huésped, Rifón et al 144 . 
VIII.4.1.4 EXPRESIÓN DE HLA EN INFECCIONES VIRALES 
Los virus tienen diversas estrategias para evitar su reconocimiento y 
destrucción por el sistema inmune del huésped. Una de ellas es regular la 
expresión de HLA clase I, disminuyendo la expresión del HLA-A y B, la cual 
inhibe la destrucción de las células infectadas por los linfocitos citotóxicos y el 
escape a la acción de las NK por aumento de la expresión HLA-G soluble y de 





En pacientes infectados por HIV, la expresión del HLA-G soluble está 
aumentada, ya que evade la citotoxicidad de las células inmunes, además que 
existe asociación con variantes genéticas HLA-G y mayor susceptibilidad a este 
virus151 . El CMV induce la expresión de HLA-G soluble en los monocitos 
infectados152. Los virus neurotrópicos como el herpes y la rabia aumentan la 
expresión neuronal de HLA-G153 . 
Las personas que tienen una inmunidad natural al HIV son portadoras del gen 
HLA-B57, las cuales poseen un número mayor de linfocitos T que se unen a 
más proteínas del HIV y les confiere protección contra la infección154 . Este 
mecanismo podría llevar al desarrollo de vacunas. Además, se ha visto que el 
polimorfismo 14-bp del HLA-G se asocia con mayor susceptibilidad de 
infecciones virales tipo CMV155 . 
Los antígenos HLA-G son producidos durante la reactivación vírica en 
macrófagos generados después de la estimulación alogénica de los virus 
latentes en monocitos de sangre periférica infectados. La inducción de 
moléculas del HLA-G pueden ser un mecanismo adicional que ayuda a los 
virus a subvertir las defensas del huésped, favorecer la diseminación del virus y 




VIII. 4.1.5 EXPRESIÓN DE HLA EN PROCESOS INFLAMATORIOS 
La expresión HLA-G se reportó en dermatitis atópica157 , psoriasis158 , 
miopatías159, enfermedad celíaca160, enfermedad de Crohn161, asma162, artritis 
reumatoide163 y esclerosis múltiple164 . El polimorfismo 14-bp se asocia con 
mayor frecuencia en pacientes con sarcoidosis165, artritis reumatoide, LES y 
pénfigo89 . 
Los niveles de HLA-G disminuidos se correlacionan con la actividad de la 
enfermedad inflamatoria89 . El INFγ induce su expresión en la superficie y 
sobrerregula a las diferentes isoformas. Los efectos beneficiosos son debido a 
la restauración de la expresión del HLA-G por los monocitos y ejercen efecto 
tolerogénico inmune166 . 
La esclerosis múltiple es una enfermedad inflamatoria, desmielinizante y 
neurodegenerativa crónica del SNC, de etiología desconocida. Ocurre un 
ataque combinado de la respuesta inmune innata y adquirida contra las 
proteínas de la mielina de las neuronas. La molécula HLA-G soluble 
aumentada en el líquido cefalorraquídeo coincide con remisiones de la 
enfermedad. Además, la activación de la esclerosis múltiple postparto ocurre 
por disminución de los niveles de HLA-G167. El tratamiento con INFβ produce 
un incremento en la expresión del HLA-G en los monocitos de la sangre 
periférica y beneficios en esta patología autoinmune168 . Este conocimiento 
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permite encontrar mejores estrategias terapéuticas frente a esta enfermedad 
neurológica. 
La artritis reumatoide es una enfermedad crónica, inflamatoria y autoinmune 
que destruye el cartílago articular. Existen niveles bajos de HLA-G en 
comparación con individuos sanos. Mejora clínicamente durante la gestación, 
ya que es una enfermedad inmune con predominio TH1 y en la gestación, el 
perfil de citoquinas es tipo TH2169 . 
La farmacogenética de los polimorfismos HLA-G tiene aplicaciones en la 
terapia de la artritis reumatoide. La administración de metotrexate reduce la 
fase activa de la enfermedad por aumento de IL-10, que induce la expresión de 
HLA-G en la superficie de los monocitos, y las formas solubles, que estimulan 
la expresión de IL-10 en las mononucleares de la sangre periférica170 . El 
polimorfismo homocigoto 14-bp se relaciona con menor producción de HLA-G 
soluble y bajos niveles de IL-10, por lo que el metotrexate es beneficioso ya 
que aumenta ambos parámetros171. Este polimorfismo representa un marcador 
de respuesta terapéutica en la artritis reumatoide. 
La expresión de HLA-G en niveles bajos en el páncreas se asocia a diabetes 
mellitus172 . La activación de las células T autorreactivas en los islotes 
pancreáticos donde se libera la insulina por exocitosis depende de la densidad 
superficial de HLA-G, ya que es una molécula tolerogénica173. Estos hallazgos 
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tienen implicaciones potenciales para la prevención de la diabetes y el 
establecimiento de la tolerancia a trasplantes de islotes pancreáticos. 
En la Figura 31 vemos el efecto de HLA-G en el equilibrio de TH1 y TH289. El 
INFγ y la IL-10 inducen la expresión de HLA-G soluble y de membrana por los 
macrófagos y monocitos activados, y polariza la respuesta a TH2, ya que 
aumenta la liberación de IL-3, IL-4 e IL-10. Estos efectos del HLA-G tienen 
implicaciones importantes para el equilibrio TH1/TH2 en patologías 
autoinmunes. 
Figura 31. HLA y respuestas TH1 y TH2, Piccinni et al 174 . 
VIII.4.1.6 MEDICINA REGENERATIVA. 
Es una nueva rama de la medicina, basada en las células madres y su 




terapéuticas, para uso clínico mediante aplicación autóloga en la regeneración 
de los tejidos. Su procedencia alogénica en la actualidad es una gran limitante, 
por las conocidas diferencias en el sistema de histocompatibilidad HLA. Puede 
resolverse a largo plazo con el desarrollo de métodos de inmunotolerancia o 
uso de células madre del propio paciente, que equivale a un autotrasplante sin 
problemas. 
Uno de los requisitos para el uso de las células madre en nuevas estrategias 
terapéuticas, es el conocimiento de su interacción con el sistema inmune del 
huésped. La expresión del HLA-G en plasma después de un trasplante de 
células madre hematopoyéticas se correlaciona con menos fenómenos de 
rechazo. Debemos conseguir nuevas estrategias terapéuticas para mejorar el 
funcionamiento de los injertos en el receptor. 
VIII.4.1.7 REPRODUCCIÓN ASISTIDA 
El HLA-G desempeña un papel de tolerancia inmunológica en la interfase 
materno-fetal. En programas de reproducción asistida en los que se cultivan 
embriones in vitro, ha cobrado interés la detección de las isoformas solubles de 
esta molécula por métodos de Elisa en el medio de cultivo. Desde el punto de 
vista inmunológico, el embrión es un injerto semialogénico e incluso alogénico 




La selección de embriones para la transferencia intrauterina se basa en los 
criterios morfológicos en día +2 y +3 después de la fertilización. Algunos 
estudios ha detectado HLA-G en la superficie embrionaria y en los medios de 
cultivo y su relación con el éxito reproductivo176,177. El valor de corte para 
considerar HLA-G positivo en el medio de cultivo es 0,1 U/ml. 
No se ha encontrado relación entre los niveles de HLA-G y la clasificación 
morfológica de los embriones pero si hay relación con las tasas de implantación 
y gestación. La posibilidad de implantación en embriones HLA-G positivos es 
de un 60% y la tasa de gestación clínica un 29%. En aquellos embriones HLA-
G negativos, la tasa de implantación es de un 29% y 14% llegan a ser 
gestaciones clínicas, siendo estadísticamente significativo178 . 
Es decir, la cuantificación de HLA-G soluble en cultivo embrionario podría ser 
un buen complemento de la selección morfológica de los mismos (indicador de 
calidad) y es útil como marcador predictivo para incrementar la tasa de 
gestación, disminuir el número de embriones transferidos y la tasa de 
embarazos múltiples179 . Varios estudios han demostrado que el HLA-G se 
expresa en los ovocitos y está presente en el líquido folicular que contribuye a 
la maduración de los mismos180,181. 
Los efectos de la progesterona sobre la expresión génica de HLA-G 
observados en cultivos celulares in vitro podrían explicar los efectos 




embarazo. La progesterona es una hormona esteroidea que estimula el 
crecimiento y diferenciación del endometrio para la implantación e inhibición de 
las contracciones miometriales. Diversos estudios señalan que la progesterona 
exógena incrementa los niveles de expresión de ARNm de HLA-G en cultivos 
embrionarios a través de la regulación de la transcripción génica182,183. Está 
pendiente determinar la influencia de los protocolos hormonales de 
estimulación ovárica en los niveles de HLA-G y el resultado final de la 
reproducción asistida. 
VIII. 4.1.8 VACUNAS 
Las vacunas constituyen una alternativa viable y efectiva para el control de las 
enfermedades infectocontagiosas. Una estrategia exitosa para el diseño de 
vacunas debe tener en consideración la respuesta inmune de la población 
heterogénea y su forma de reconocer y presentar los antígenos de los 
patógenos. 
Ya conocemos el papel crucial del HLA en la presentación de los antígenos a 
los linfocitos T junto con el reconocimiento de lo propio y lo extraño. La 
identificación de epítopos que conducen a la efectiva activación de linfocitos T 
colaboradores y citotóxicos es el fin principal de los nuevos candidatos a 
vacunas, dada la simplicidad para su síntesis, su bajo coste y su capacidad 




Las vacunas basadas en péptidos químicamente fabricados (vacunas 
sintéticas) es una alternativa para la inmunoprofilaxis de las enfermedades 
infecciosas. Un epítopo ideal debe ser capaz de interactuar con los haplotipos 
del HLA clase II. Aunque la interacción de estos péptidos con moléculas 
extremadamente polimórficas como las HLA clase II representa uno de los 
mayores obstáculos para la identificación de péptidos universales y diseño de 
vacunas sintéticas, muchos trabajos recientes como los estudios de 
cristalografía de rayos X, que permiten ver el bolsillo de unión de los alelos, los 
ensayos in vitro entre péptidos y moléculas HLA purificadas, la caracterización 
por mapeo de respuestas de células efectoras, la identificación de residuos 
críticos para la interacción del péptido con el TCR del receptor y el reciente 
aporte de la informática al campo de la inmunología, ha hecho posible la 
identificación de "matrices virtuales" HLA clase II y conocer mejor estas 
interacciones complejas185 . 
La caracterización de péptidos exógenos con capacidad de unión a varios 
alelos (promiscuidad de unión) presentes en varias poblaciones y su posible 
asociación con resistencia o susceptibilidad a enfermedades infecciosas, son 
una herramienta muy poderosa para diseñar vacunas sintéticas combinando 
fragmentos de longitud variable. Se busca asegurar una protección duradera y 
efectiva frente a los microorganismos patógenos en cualquier población. 
El estudio del HLA humano y las investigaciones en los primates no humanos, 




grupos. Las equivalencias alélicas se han documentado de acuerdo a la 
hipótesis de trans-especie, que dice que los genes actuales HLA han 
evolucionado a partir de alelos ancestrales comunes a varias especies186 . 
Cada familia génica se ha especializado pero mantiene algunos rasgos 
estructurales y funcionales, y se presentan diferentes grados de polimorfismo 
alélico y del haplotipo en cada uno de ellos. Por ejemplo, los primates de la 
especie Aotus spp han sido ampliamente utilizados para la evaluación de 
antígenos candidatos a vacunas, como la de la malaria causada por el P. 
falciparum187. Mediante estrategias de biología molecular, se ha determinado la 
estrecha relación estructural de las moléculas clase I y del HLA-DQ, DR, y DP 
de este primate con el humano. Esto nos ayuda a los estudios de búsqueda de 
vacunas eficaces para el tratamiento de diversas enfermedades humanas. 
VIII.4.1.9 MEDICINA PREVENTIVA 
Permite una vigilancia estrecha de aquellos individuos que presenten un 
haplotipo sospechoso de una enfermedad, para tomar medidas preventivas en 
el estilo de vida, revisiones médicas periódicas, etc. Por ejemplo, el haplotipo 
HLA-DR3 y DR4 se asocia a diabetes mellitus tipo 1, LES, dermatitis 
herpetiforme y miastenia gravis. Permite estudiar la susceptibilidad a padecer 
ciertas enfermedades en una población, como el cáncer, las enfermedades 




VIII.4.2 APLICACIONES NO MÉDICAS 
VIII. 4.2.1 MEDICINA LEGAL 
En el campo de la medicina forense, las técnicas de tipificación del HLA 
permiten la investigación de la identidad de un individuo en el marco médico-
legal, gracias a los aportes de la genética molecular. Además en los casos de 
paternidad sospechosa, para filiaciones familiares, ya que es improbable que 
dos personas no relacionadas genéticamente posean los mismos antígenos 
HLA. Su poder de discriminación supera el de otros sistemas de genes o 
proteínas. 
VIII.4.2.2 ANTROPOLOGÍA 
El sistema HLA es ideal para el estudio de poblaciones porque se trata de un 
sistema polimórfico con grandes diferencias de frecuencias alélicas entre 
humanos. Los antígenos se heredan como haplotipos completos en forma 
codominante y se favorece desequilibrios genéticos que provocan mayores 
frecuencias de un haplotipo particular en una población. 
La determinación del HLA es muy útil en la caracterización de la estructura 
genética de las poblaciones, ya que la frecuencia de sus alelos varía de un 
grupo étnico a otro. Nos permite reconocer genes autóctonos de los adquiridos 




mayor polimorfismo del complejo mayor de histocompatibilidad hace a las 
especies más resistentes. 
En conclusión, el HLA-G tiene roles opuestos: es beneficioso en el embarazo, 
trasplante y patologías autoinmunes, pero perjudicial en el cáncer y las 
infecciones virales, además que es útil como marcador biológico de las 
enfermedades188. El diseño de las terapias HLA-G depende del contexto: con 
reguladores positivos de la expresión de HLA-G para un entorno tolerogénico, o 
permitir el aclaramiento inmune de las células tumorales e infectadas por virus, 
bloqueando el ARNm o su función con anticuerpos neutralizantes. 
VIII.5 EXPRESION HLA-G. 
La secuencia y el gen del HLA-G tiene gran similitud con los genes del HLA 
clase I clásicos, tiene 8 exones, 7 intrones, excepto por un codón de parada en 
el exón 6 que difiere de los otros (Figura 32). 
La molécula HLA-G pertenece a la familia de las moléculas de 
histocompatibilidad de clase I no clásicas, y se caracteriza por un polimorfismo 
restringido, una distribución tisular limitada al trofoblasto fetal190, células del 
epitelio tímico191, córnea192, páncreas193, células eritroides y endoteliales194, y 
sus propiedades biológicas que permiten la tolerancia inmune. En un contexto 
patológico se expresa en trasplante de órganos, tumores, infecciones virales y 




Figura 32. Gen HLA-G e isoformas, Hiby et al 189 . 
El HLA-G está relacionado con la inducción de tolerancia materno-fetal. Se 
localiza en el trofoblasto extravelloso favorecido por la IL-10, que participa en la 
producción de citoquinas por parte de los macrófagos de la interfase. Es capaz 
de inhibir la actividad de las células NK de los leucocitos de la decidua y 
disminuir los linfocitos T citotóxicos durante la respuesta de proliferación de 
células T en la reacción primaria alogénica. 
VIII.6 ISOFORMAS HLA-G 
La molécula HLA-G puede presentarse en 7 isoformas codificadas por splicing 
alternativo del m-RNA precursor, 4 de ellas son proteínas unidas a la 
membrana (HLA G1, G2, G3, G4) y otras 3 isoformas son proteínas solubles 
(HLA G5, G6 y G7)195 (Figura 33). 
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La isoforma HLA-G1 presenta los dominios α1, α2 y α3 (asociados con β2 
microglobulina) que codifica para el dominio extracelular, unidos al dominio 
transmembrana y un codón de parada en el exón 6. Los transcritos HLA-G2, 
G3 y G4 no incluyen el exón 3, exón 3 y 4 o exón 4 respectivamente, 
generando isoformas truncadas252. Los mecanismos para generar las proteínas 
solubles alternas del HLA-G incluyen, un codón de parada en el intrón 4 para 
las isoformas G5 y G6, mientras que G7 presenta un codón de parada en el 
intrón 2197 . 
Figura 33. Isoformas HLA-G, López-González et al 196 . 
La función primaria del HLA-G1 es actuar como inmunomodulador. Es 
reconocido por receptores ILT2, ILT4 y KIR2DL4 expresado en células 
mielomonocíticas, células T y dendríticas198. Afecta la producción de citoquinas 
de los linfocitos grandes de la decidua en la respuesta TH1/TH2. 
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Las isoformas cortas de HLA-G2, G3 y G4, son producidas intracelularmente, 
secuestradas en el retículo endoplasmático y no llegan a la superficie de la 
célula. Funcionan solo para apoyar la expresión de HLA-E y modulan la 
interacción con CD94/NKG2. La isoforma HLA-G5 se ha descrito en líquido 
amniótico199, sueros de gestantes, pacientes con cáncer y trasplantados. HLA-
G6 y G7 se presenta en sangre materna durante la gestación200 . 
Todas las isoformas del HLA-G, ligadas a la membrana y solubles, tienen en 
común el dominio α1 de la región extracelular, permitiéndoles mediar la 
protección de las células T y NK mediante citólisis201 . Se ha encontrado 
expresión del HLA-G en macrófagos, células dendríticas, epitelio tímico, 
cámara anterior del ojo, tumores de pulmón, mama202, linfomas cutáneos, al 
igual que en enfermedades inflamatorias pulmonares, y tejido trasplantado. La 
presencia de moléculas de tipo soluble en plasma y líquido amniótico, en 
biopsia de tumores y en suero de pacientes trasplantados podría implicar que 
estas isoformas actúan como mecanismos de tolerancia inmune en el 
embarazo y la progresión de tumores y trasplantes. 
La expresión del HLA-G también ha sido determinada en las células dendríticas 
de sangre periférica, no encontrando transcritos de membrana ni solubles. 
Durante la diferenciación de las células dendríticas a formas maduras, hay una 
expresión parcial en la superficie con una secreción sustancial de isoformas de 




La mayoría de las células mieloides expresan G1 y G5, mientras que las 
células plasmacitoides expresan principalmente G1. Esto explica la diferencia 
de expresión en la superficie celular e intracelular de HLA-G, ya que el 
anticuerpo monoclonal utilizado reconoce solo isoformas G1 en la superficie y 
G5 intracelular204 . 
Las moléculas solubles del HLA-G son secretadas por las vellosidades del 
citotrofoblasto y se han detectado niveles basales en suero materno y líquido 
amniótico. Se le atribuye funciones inmunosupresoras, modulando la liberación 
de citoquinas desde las células mononucleares deciduales, activando a los 
CD8+ e inhibiendo la proliferación de los CD4+. Regulan la capacidad invasiva 
del blastocisto y determinan la implantación del huevo (Figura 34). 




El HLA-G5 puede ser blanco de la apoptosis de las CD8+ activas por la 
interacción con la molécula CD8. El HLA-G5 se expresa en la placenta, y tiene 
otras funciones como la de eliminar CD8 alorreactivos maternos de las células 
T en la interfase materno-fetal. 
VIII.7 DETERMINACION DE NUEVOS ALELOS HLA-G 
El polimorfismo de la molécula HLA es el resultado de un largo proceso de 
evolución a lo largo de miles de millones de años como consecuencia de la 
presión evolutiva ejercida por agentes infecciosos. Para generar este elevado 
polimorfismo, la molécula HLA ha utilizado diferentes mecanismos que 
contribuyen a formar nuevos alelos233 . 
Algunos son resultados de mutaciones puntuales y otros proceden de la 
combinación de secuencias completas entre diferentes alelos, bien mediante 
un proceso de recombinación génica o por conversión génica, según el cual 
una secuencia es reemplazada por otra semejante de un gen homólogo. La 
recombinación entre alelos del mismo locus parece ser el mecanismo más 
frecuentemente utilizado para la creación del polimorfismo y así, muchos alelos 
diferentes pueden proceder de procesos de recombinación repetidos a partir de 
un pequeño número de genes ancestrales. La existencia de este proceso 





En la región genética del HLA-G pueden ocurrir variaciones a nivel genético 
producidas por sustituciones de bases o SNP (single nucleotide polymorphism) 
que pueden dar lugar a cambios en el tipo de aminoácido que constituye la 
proteína HLA-G o incluso deleciones que provoquen un corrimiento en la pauta 
de lectura aminoacídica248 . 
Actualmente se han definido 46 alelos en el locus del HLA-G, dos de ellos son 
nulos (HLA-G*0105N y HLA-G*0113N)234 basados en una variación de la 
secuencia y 15 alelos a nivel de proteína (http://ebi.ac.uk.imgt/hla)233 . 
Está en aumento las investigaciones sobre las variaciones en la secuencia del 
HLA-G debido al papel que tiene en el embarazo. Hasta hoy, se han detectado 
cerca de 72 SNP desde el exón 1 al intrón 6. La presencia de variaciones 
puntuales en el gen HLA-G puede implicar alteraciones en la secreción de la 
proteína. Una única deleción o un cambio de base en el gen del HLA-G podrían 
estar relacionados con la pérdida temprana de la gestación233. Por ejemplo, la 
deleción de una C en el codón 130 que genera el alelo HLA-G*0105N, o el 
cambio de base del codón 110 que genera el alelo HLA-G*0104 están 
asociados significativamente con el riesgo de aborto. 
Sin embargo, a pesar de que un único cambio pueda o no afectar las funciones 
del HLA-G, la mayoría de los SNP están localizados fuera de la parte de la 
molécula que tiene relevancia funcional o se dan en la tercera base que 




En general, es el exón 2 y 3 que codifican el dominio α1 y α2, donde se 
presentan los polimorfismos más frecuentes, mientras que el exón 4, dominio 
α3, es el más conservado. 
En concreto, hay determinadas regiones del HLA-G que deben estar más 
conservadas genéticamente debido a su importancia funcional, como es el 
caso de algunas posiciones aminoacídicas del exón 2 que constituyen el 
dominio α1 que sirven como ligando para los receptores inhibitorios KIR2DL4 
de las células NK, o la zona de unión a la molécula CD8 de los linfocitos T 
formada por determinadas posiciones del exón 4, correspondiente con el 
dominio α3. A continuación mostramos los polimorfismos más importantes 
localizados a lo largo de la secuencia genética del HLA-G. 
- Polimorfismo en la región del promotor (Región 5'UTR): la región 
promotora del HLA-G es única entre el resto de los HLA. Se han encontrado 
cerca de 30 SNP en esta región, en el extremo 5'UTR247 . Esta región está 
localizada 1.5 Kb antes del inicio de la transcripción del HLA-G (figura 35). 





La región promotora del HLA-G contiene múltiples elementos regulatorios cis, 
por lo tanto, los polimorfismos de esta región pueden afectar la unión de 
factores nucleares o factores de transcripción a la región regulatoria y al sitio de 
inicio de la transcripción, viéndose afectada la eficiencia en la regulación 
transcripcional del HLA-G y afecta los niveles de expresión de HLA-G soluble. 
Existe un fuerte desequilibrio de enlace en la zona del promotor del gen HLA-G. 
Debido a esto, es posible realizar una asociación entre un determinado 
haplotipo del HLA-G (que contiene múltiples SNP) y los abortos de repetición, 
de manera que la concentración de variaciones polimórficas en el promotor 
puede incrementar el riesgo de pérdidas gestacionales, quizás por una 
alteración en la unión de factores de transcripción que conllevan a cambios en 
la expresión de las proteínas195 . 
También, se ha visto un fuerte desequilibrio de enlace entre los polimorfismos 
que ocurren en el promotor 5'UTR con las variantes de la región 3' UTR, las 
cuales se asocian con cambios en la estabilidad del ARNm. Finalmente se 
deduce que tanto una expresión deficitaria como una sobre expresión de HLA-
G pueden ser perjudiciales en la gestación. 
- Polimorfismos en el exón 1: el exón 1 codifica para el péptido líder 
(secuencia de aminoácidos implicados en el traslado de las proteínas) el cual 




el tipo de aminoácidos del péptido líder del HLA-G (residuos 3-11), podrían 
implicar fallos en el HLA-E. 
- Polimorfismos en el exón 2: el exón 2 codifica para el dominio α1 de la 
molécula de HLA-G. Se han detectado un elevado número de mutaciones en 
este exón. Algunas están muy conservadas evolutivamente y no representan 
un cambio de importancia funcional256 . El codón 31 es responsable de formar 
la hendidura de presentación de antígenos y exhibe un mayor grado de 
variación en la secuencia de nucleótidos que el resto de las regiones, aunque 
algunas posiciones de esta región deben mantenerse conservadas. El 
polimorfismo del codón 31 define el alelo HLA-G*0103. 
Otras variaciones en el exón 2, dominio α1, podrían tener repercusión en la 
funcionalidad de la proteína HLA-G. Los residuos 76-80 de este dominio 
interactúan con los receptores inhibidores KIR2DL4 de las células NK, llevando 
a cabo la función de inmunosupresión del HLA-G. Debido a ello, se piensa que 
esta zona concreta del exón 2 evolucionó hasta ser una región constante y sin 
polimorfismos. 
El polimorfismo del codón 57 ha sido uno de los codones más estudiados 
dentro del exón 2. Consiste en un cambio de CCG por CCA, la cual es una 
mutación silente de prolina por prolina, pero al estar presente en el límite entre 
un intrón y un exón, puede ser importante en la regulación del fraccionamiento 




Uno de los polimorfismos con consecuencias más graves encontrados en el 
exón 2, es el polimorfismo en el codón 54, que consiste en un cambio del 
codón CAG por TAG que es un codón stop prematuro, generando un alelo nulo 
denominado HLA-G*0113N y una proteína truncada o no completa y no 
funcional. No se forma ninguna isoforma, ni soluble ni asociada a la membrana. 
La selección natural actúa en contra de la generación de este tipo de mutación 
y de los alelos nulos. Parece no haber asociación entre los polimorfismos del 
exón 2 y los abortos recurrentes. 
- Polimorfismos del exón 3: la mayoría de las mutaciones puntuales de la 
molécula de HLA-G en la población sana están descritos en el exón 3, que 
codifica para el dominio α2. A pesar de la elevada cantidad de variaciones 
encontradas, las que tienen más importancia en la transcripción, la 
conformación de la molécula HLA-G y su expresión superficial son: 
1.- Codón 93: la sustitución de la tercera base (CAC por CAT) origina una 
sustitución sinónima de histidina por histidina. Debido al fuerte desequilibrio de 
enlace que existe dentro de la región genética del HLA-G, se estudian algunos 
polimorfismos en conjunto como el caso del codón 93 con las 14bp INDEL. 
El alelos HLA-G*010101 con una CAC en el codón 93, es decir, ausencia de 
polimorfismo, junto con la deleción de 14bp en el exón 8 puede causar altos 
niveles de los transcritos y de la expresión proteica del HLA-G. Mientras, el 




14bp en el exón 8 puede causar bajos niveles de transcritos HLA-G. Sin 
embargo, este efecto se atribuye en mayor medida al polimorfismo de las 14bp 
más que al codón 93. 
2.- Las cisteínas de los codones 101 y 164: forman un puente disulfuro que 
está muy conservado en los genes del HLA tipo I. En el codón 101 puede 
ocurrir un cambio en una cisteína por un triptófano (TGC por TTC) o cambio de 
cisteína por serina (TGC por AGC) o cisteína por triptófano (TGC por TGG). 
Ambas mutaciones han sido encontradas en heterocigosis. 
3.- Codón 107: ocurren varias sustituciones. Una de ellas es el cambio del 
codón GGA por CGA o AGA, con un cambio de glicina por arginina y afecta la 
unión del HLA-G al receptor TCR-CD8 de los linfocitos T. 
4.- Codón 110: ocurre un cambio en la primera base del codón CTC por ATC, 
que provoca sustitución del aminoácido leucina por isoleucina. Este 
polimorfismo está muy conservado y no se afecta la estructura tridimensional, 
la polaridad del HLA-G ni las funciones de interacción con el sitio de unión al 
péptido o los receptores de los linfocitos T. El polimorfismo en el codón 110 
origina el alelo HLA-G*0104 y es altamente secretor de HLA-G soluble en el 
suero materno. 
5.- Codón 130: ocurre una deleción de una citosina en la posición 1597 que 
origina el alelo nulo HLA-G*0105N. La deleción del alelo puede generar un 
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codón stop en el codón 189 (GTG por TGA), en el exón 4, de manera que se 
crean isoformas incompletas o proteínas no truncadas y no hay secreción de la 
isoforma HLA-G1 o la soluble HLA-G5. En el caso de la isoforma HLA-G4, que 
no contiene el exón 4, dominio α3, puede originarse el codón stop en el codón 
297 (GTA por TAG) en el exón 5, por lo que se bloquearía también su 
traducción. 
Se sabe que la deleción 1597C no afecta a otras isoformas unidas a membrana 
como las HLA-G2 y -G3 ni a las isoformas solubles HLA-G6 y -G7 ya que, por 
fraccionamiento alternativo, no tienen el exón 3, dominio α2, y no se ven 
afectadas por la deleción ni por el corrimiento de aminoácidos. Estas isoformas 
truncadas son funcionales y pueden reemplazar en determinados aspectos a 
las isoformas completas del HLA-G. Pueden proteger del ataque de las células 
NK por interacción del dominio α3 con el receptor inhibidor ILT2 o por 
interacción del dominio α1 con el receptor inhibidor KIR2DL4 de las células NK. 
Existe asociación entre la presencia de esta mutación y la falta de HLA-G 
soluble con los abortos recurrentes78. El alelo HLA-G*0105N producido por este 
polimorfismo está asociado con la disminución de HLA-G1 y -G5 en suero, es 
decir, es un alelo bajo secretor de HLA-G y está relacionado con aumento del 
riesgo de abortos recurrentes. 
- Polimorfismos en el exón 4: el exón 4 codifica para el dominio α3, el cual 
es constante debido a las funciones de interacción con la β2 microglobulina, la 
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cual es importante para el mantenimiento de la conformación nativa de la 
molécula. El dominio α3 interacciona con los receptores inhibitorios LIR-1/ILT2 
de las células NK, macrófagos y linfocitos T y B; y con los receptores LIR2/ILT4 
de los monocitos y macrófagos. 
A pesar de ser una zona muy funcional se han detectado cambios de bases 
que afectan al reconocimiento y unión del HLA-G al CD8 de los linfocitos T, 
generando nuevos alelos, como el caso del codón 258, con cambio de treonina 
por metionina y origina el alelo HLA-G*0105, o el polimorfismo en el codón 219, 
que cambia la arginina por triptófano y genera HLA-G*0108. 
- Polimorfismos en el exón 8 (región 3'UTR): la región 3'UTR contiene 
varios elementos reguladores, incluyendo señales de poliadenilación que 
regulan la expresión temporal y espacial de ARNm. Existen 8 posibles 
polimorfismos en esta región y tienen que ver con la estabilidad de los 
transcritos del HLA-G. Pueden afectar la unión de determinadas proteínas al 
ARNm como el metabolismo, estabilidad, procesamiento, localización 
subcelular, control transnacional y patrón de fraccionamiento del transcrito. 
Por ejemplo, el polimorfismo +3187 está relacionado con disminución de la 
estabilidad de la molécula, mayor degradación del ARNm y se asocia con 
preclampsia por disminución de los niveles de HLA-G. Los polimorfismos 
T1570C y C1594A están asociados con abortos de repetición cuando se 




desequilibrio de enlace. También se ha visto que existe un elevado 
desequilibrio entre el polimorfismo 14bp INDEL y los alelos +3142G y 
+3187A195 . 
VIII.8 DETERMINACION DEL POLIMORFISMO 14bp DELECION/ 
INSERCION Y SU RELACION CON LOS ALELOS HLA-G 
Las asociaciones no aleatorias entre los polimorfismos en locus diferentes o 
dentro del mismo locus se miden por el grado de desequilibrio de enlace (DE). 
Existe un elevado desequilibrio de enlace dentro de la región HLA-G. Es casi 
imposible la asociación de un determinado SNP con el aborto de repetición 
pero, sin embargo, si es posible la asociación de un determinado haplotipo del 
HLA-G con pérdidas gestacionales recurrentes, y por eso se estudian algunos 
polimorfismos en conjunto, como el caso de la región 5' con 14bp INDEL en la 
región 3'. 
El polimorfismo HLA-G más estudiado y con más implicaciones funcionales es 
la inserción/deleción de 14 pares de bases (INDEL 14bp) (5' 
ATTTGTTCATGCCT 3') en el extremo 3' URT del exón 8. Fue detectado por 
primera vez en 1993. Los estudios sobre HLA-G en primates contienen la 
inserción de las 14bp, por esto se piensa que el polimorfismo verdadero es la 
deleción más que la inserción. Incluso se sugiere que dos polimorfismos en las 
posiciones +3742 y +3743 del exón 8 pueden ser considerados como los 




Esta variante génica se ha asociado con diferentes situaciones relacionadas 
con la estabilidad del HLA-G y los niveles de ARNm. La inserción 14bp produce 
transcritos menos estables y menos ARNm de HLA-G soluble y unido a la 
membrana en las poblaciones celulares del trofoblasto, alterando los patrones 
de fraccionamiento alternativo. 
La inserción 14bp se acompaña de los polimorfismos +3142G y +3187A, 
ambos asociados con bajos niveles de ARNm. Por otro lado, los polimorfismos 
en la región 3' UTR pueden influenciar los niveles de expresión de HLA-G 
soluble en suero. La inserción homocigota +/+14bp puede afectar la regulación 
transcripcional del HLA-G, disminuyendo la cantidad y estabilidad del ARNm y 
una disminución significativa de los niveles de HLA-G plasmáticos en 
comparación con los genotipos heterocigotos. 
Se ha detectado que los mayores niveles de HLA-G5 soluble se presentan en 
los heterocigotos (+/- 14bp) comparados con los homocigotos para la deleción 
o la inserción. Las deleciones en el extremo 3' de 14bp son asignadas a los 
alelos HLA-G*010101, G*0102 y G*010401 y son altos secretores de HLA-G 
soluble en plasma. Las inserciones 14bp son asignadas a los alelos HLA-
G*01012, HLA-G*01013, HLA-G*0103, HLA-G*0105N y HLA-G*0106 y por lo 
tanto, serán alelos bajos secretores de HLA-G en plasma. Existe asociación 
significativa entre el alelo HLA-G*0106 y el polimorfismo en heterocigosis +/-




La inserción +/+14bp en homocigosis es mayor en mujeres con pérdidas 
gestacionales recurrentes, debido a la disminución de los niveles de HLA-G 
secretor por ser alelo bajo secretor. Además, existe un fuerte desequilibrio de 
enlace entre el polimorfismo 14bp INDEL y el alelo HLA-DR3, un alelo de clase 
II que es más frecuente en mujeres con abortos de repetición. 
Los bajos niveles de HLA-G soluble en plasma en el suero de las mujeres 
embarazadas están relacionados con complicaciones en el embarazo como 
preclampsia, retardo del crecimiento intrauterino y aborto recurrente78 . Si 
embargo, con respecto a los niveles de expresión de HLA-G en las placentas a 
término, no se encuentra ninguna asociación entre los niveles de HLA-G y los 
diferentes genotipos del polimorfismo 14bp INDEL. 
Además, los polimorfismos 14bp están relacionados con otras patologías como 
la artritis reumatoide, el lupus eritematoso sistémico, las cardiomiopatías y el 
pénfigo vulgar. Incluso han sido estudiados en caso de trasplantes donde los 
genotipos homocigotos para la inserción 14bp (asociados con bajos niveles de 
HLA-G soluble) tienen más probabilidades de rechazo que los genotipos 
homocigotos para la deleción asociados con el éxito del trasplante. 
VIII.9 HLA-G Y GESTACION 
Las células del trofoblasto humano son únicas en comparación con otros 
tejidos somáticos, ya que no expresan HLA-A y B y sólo expresan HLA-G. Por 




materna, dado que se expresa desde los primeros días siguientes a la 
fecundación. La expresión del HLA-G en el trofoblasto durante la gestación 
sugiere un rol en la protección del feto semialogénico contra la lisis de las 
células NK maternas y la respuesta de los linfocitos T alo-citotóxicos. Es un 
componente crítico del trofoblasto y su capacidad invasiva. 
Tanto el ARN-m como sus isoformas se expresan en gestaciones molares y 
embarazos ectópicos. Este patrón de expresión no es afectado por la 
composición cromosómica del feto, y ello sugiere que el HLA-G es 
independiente del desarrollo embrionario206 . 
La expresión de una molécula clase I no clásica es correlacionada con la 
resistencia de las células NK. Estas células están íntimamente relacionadas 
con las células del trofoblasto que invaden el útero. La expresión de antígenos 
HLA clase I, G y C, por estas células del trofoblasto incrementan la posibilidad 
que las células NK maternas puedan reconocer y responder a las células 
fetales trofoblásticas. Así, la interacción materno-fetal, y por ende el éxito del 
proceso reproductivo, podría depender de un sistema aloinmune de 
reconocimiento de NK. 
El HLA-G es identificado en macrófagos aislados de la placenta. El tratamiento 
de estas células con INFγ incrementa los niveles de HLA-G en la superficie 




extraños presentados a la madre durante la placentación y también durante 
condiciones autoinmunes inflamatorias en la madre. 
VIII.10 HLA-G Y PATOLOGIA OBSTETRICA 
El HLA-G cumple un importante papel en el mantenimiento de la unidad feto-
placentaria. Los niveles plasmáticos de HLA-G no cambian sustancialmente 
durante el curso normal del embarazo. Parece que las formas solubles 
producidas en las células trofoblásticas de la placenta llegan a la sangre 
materna y una parte de ellas es producida por las células competentes de la 
madre. 
Una alteración en la regulación de esta molécula se traduce en complicaciones 
de la gestación como preeclampsia, abortos de repetición, fallos de 
implantación, amenaza de parto pretérmino y desprendimientos de placenta. 
VIII.10.1 PREECLAMPSIA: 
Es una patología obstétrica multifactorial que se desarrolla a partir de las 20 
semanas y afecta el 2-7% de todos los embarazos. La triada clásica es 
hipertensión arterial, proteinuria y edemas, y presenta una alta morbimortalidad 
materna y fetal en las formas severas. 
El factor de inicio de la preeclampsia es la reducción de la perfusión 
uteroplacentaria secundaria a una anomalía en la invasión de las arteriolas 




placentación), asociada a alteraciones locales del tono vascular, balance 
inmunológico y estado inflamatorio, a veces con predisposición genética. 
El endometrio decidualizado secreta TGFα e inhibidores de metaloproteasas. 
Las células T, macrófagos y NK segregan citoquinas, VEGF, FGF, PDGF, 
TNFα, IL-1 y IL-6, responsables de la neoangiogénesis y la invasión 
trofoblástica normal. 
La molécula HLA-G ayuda en los procesos de invasión del trofoblasto. En la 
preeclampsia se presentan patrones de expresión alterados del HLA-G y una 
baja invasión trofoblástica, con inadecuada remodelación de los vasos 
sanguíneos uterinos, originando hipoxia, aumento de peroxidación lipídica, 
vasoconstricción, agregación de plaquetas, trombosis y depósitos de fibrina, 
desencadenando baja perfusión con insuficiencia placentaria y RCIU fetal. Hay 
aumento de las resistencias vasculares periféricas e inicio de hipertensión 
arterial208 . 
Se produce activación inmune generalizada, con cambio de respuesta 
proinflamatoria TH1 (células T CD4+ que secretan IL-2 e IFN γ), se altera la 
regulación de la apoptosis en el trofoblasto extravelloso e inhibición excesiva 
de las NK uterinas, con menor expresión del HLA-G placentario, menor 
secreción de esta proteína a la circulación materna y menos formas solubles en 




Esta disminución en la expresión del HLA-G placentario ocurre por una 
diferenciación aberrante en el trofoblasto debido a mutaciones genéticas de 
ese gen. Se han reportado un grupo de polimorfismos genéticos maternos que 
predisponen a la preeclampsia ya que altera la expresión génica. El más 
estudiado es el polimorfismo 14-bp (ubicado en la región 3´UTR del gen HLA-
G) y su relación a complicaciones de la gestación como la preeclampsia, 
abortos de repetición y fallos de técnicas de fecundación in vitro210. Hay que 
profundizar en el papel que cumple esta molécula en la fisiopatología de esta 
enfermedad. 
VIII.10.2 ABORTOS DE REPETICIÓN 
Los abortos de repetición se definen como la pérdida de dos o más gestaciones 
consecutivas antes de la semana 20. Ocurre en el 2-5% de mujeres en edad 
fértil. Es de origen multifactorial, siendo las causas genéticas las más 
frecuentes. 
Un fallo en los mecanismos que protegen al embrión del sistema inmune 
desencadena un aborto espontáneo. La expresión del HLA-G en el trofoblasto, 
sugiere un rol en la protección del feto semialogénico contra la lisis de las NK 
maternas y la respuesta de los linfocitos T alo-citotóxicos. 
Los niveles de HLA-G solubles disminuyen en las muestras de suero de 
pacientes con pérdidas gestacionales recurrentes con respecto a las 




mayor nivel de FAS soluble en el suero, que bloquearía el FAS-L de la placenta 
y anularía la apoptosis de linfocitos T activados contra antígenos fetales. Se 
producen respuestas TH1, con mayores niveles de INFγ y menores de IL-10, 
IL-4 y LIF. 
Aunque la función de las diferentes isoformas HLA-G en la gestación no se 
conocen, se sabe que el HLA-G1 cumple un papel importante en la unidad feto-
placentaria en el inicio del embarazo, y se encuentra disminuida en pacientes 
con abortos de repetición212 . 
Tanto el ARNm como las isoformas del HLA-G se expresan en embarazos 
ectópicos y molas hidatidiformes. Este patrón no es afectado por la 
composición cromosómica del feto, y ello sugiere que la expresión del HLA-G 
es independiente del desarrollo embrionario. 
Existe relación entre determinados polimorfismos HLA-G en los abortos de 
repetición. Existe un aumento en la frecuencia de los alelos HLA-G*01013 y 
HLA-G*0105N y la expresión del polimorfismo 14-bp en pérdidas gestacionales 
recurrentes213 . 
VIII.10.3 FALLOS DE IMPLANTACIÓN. 
La detección de formas solubles de HLA-G en los medios de cultivo 
embrionario se asocia con un mayor éxito en los tratamientos de fecundación in 
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vitro. Esta forma soluble proviene del líquido folicular, se adhiere a los ovocitos 
y se libera a los cultivos en el laboratorio214 . 
La expresión de la transcripción del HLA-G se asoció 
con una tasa de división celular mayor cuando se compara con embriones 
carentes de HLA-G ARNm, y la tasa de recién nacido vivos en las mujeres con 
embriones HLA-G positivo fue significativamente mayor que en HLA-G 
negativos215 . 
Es necesario realizar más líneas de investigación en este campo de la 
fertilidad93. Independientemente del origen del HLA-G, el potencial clínico para 
mejorar el tratamiento de FIV y la reducción de gestaciones múltiples es muy 
prometedor. 
VIII.10.4 AMENAZA DE PARTO PRETERMINO. 
Ocurre por infecciones (endotoxinas bacterianas, lipopolisacáridos de bacterias 
gram negativas) que activan los mecanismos de inflamación TH1 y 
macrófagos, y pueden desencadenar el trabajo de parto. 
Además, el HLA-G soluble disminuye a medida que avanza la gestación216. Los 
niveles de isoformas solubles son significativamente más altos en sueros de 
pacientes con amenaza de parto pretérmino. Esto plantea que los cambios en 
la concentración de HLA-G soluble participan en el mantenimiento de la 




VIII. 8.5 DESPRENDIMIENTOS DE PLACENTA
	
Durante el tercer trimestre, las concentraciones de HLA-G soluble en mujeres 
con desprendimientos de placenta son tres veces menores que en la gestación 
normal217 . 
XI.		GENERALIDADES SOBRE CÉLULAS MADRE. 
Las células madre son precursores inmaduros o indiferenciados que tienen la 
capacidad de autorrenovarse por divisiones mitóticas o continuar la vía de 
diferenciación y producir células en tejidos maduros y funcionales según el 
grado de multipotencialidad218 . Se clasifican según su capacidad de 
diferenciación y el origen de su obtención. 
Existen cuatro tipos de células madre: 
	 Totipotentes: puede dar lugar a todo tipo de células del organismo, tanto 
los componentes embrionarios (3 capas embrionarias, el linaje germinal 
y el saco vitelino), como los extraembrionarios (placenta). 
	 Pluripotentes: no pueden originar un organismo completo, pero sí otro 
tipo de célula correspondiente a los tres linajes embrionarios 
(endodermo, ectodermo, mesodermo) y el saco vitelino. 
	 Multipotentes: solo pueden generar células de su misma capa o linaje de 
origen embrionario (una célula madre mesenquimal, al tener naturaleza 
mesodérmica, origina miocitos, adipositos y osteocitos). 




Los tipos de trasplante según la fuente de progenitores son: 
	 Médula ósea: es la fuente original de las células progenitoras 
hematopoyéticas, pero su utilización está disminuyendo al ser sustituida 
por la obtención de progenitores de sangre de cordón umbilical. 
	 Sangre periférica: en condiciones normales existe una mínima cantidad 
de células madre hematopoyéticas circulantes que aumenta en la fase 
de administración de factores de crecimiento. Luego se somete a 
sesiones de aféresis para obtener la fracción de células madre CD34+. 
Su ventaja es que la recuperación es más rápida que en la médula ósea, 
pero los linfocitos T del donante en la sangre periférica pueden 
incrementar el riesgo de enfermedad injerto contra huésped. 
	 Cordón umbilical: las células progenitoras hematopoyéticas de sangre 
de cordón umbilical se utilizan para trasplantes alogénicos de donantes 
no emparentados. Su volumen es limitado, lo que hace que el número 
total de células madre es pequeño y la recuperación 
inmunohematológica lenta. 
	 Embrionarias: forman parte de la masa celular interna del blastocisto. 
Son pluripotentes, indiferenciadas y tienen la capacidad de dividirse 




IX.1 VENTAJAS DE CELULAS MADRE DEL CORDON UMBILICAL. 
La presencia de progenitores hematopoyéticos en sangre de cordón umbilical 
se demostró por primera vez en 1974. Son más inmaduros y primitivos con 
respecto a los progenitores de la médula ósea. Una gran cantidad de células 
madre circulan en sangre fetal y materna, por lo que su obtención en el 
momento del parto es fácil y segura. 
El porcentaje de células madre hematopoyéticas CD34+ en sangre de cordón 
decrece de acuerdo a la edad gestacional. A las 20 semanas, las células madre 
comprenden el 11% de todas las células mononucleadas, mientras que en la 
semana 38 corresponden al 1%. A pesar del pequeño volumen, su 
concentración es suficiente para permitir la reconstitución hematopoyética por 
medio de un trasplante219 . 
Las ventajas de utilizar los precursores hematopoyéticos de la sangre de 
cordón como fuente alternativa para su uso terapéutico son: 
 Facilidad en la obtención de los mismos.
	
 Ausencia de riesgo por procedimientos (aspirado de médula ósea
	
o aféresis) para el donante. 
 Pronta disponibilidad de las células madre criopreservadas. 
 Baja incidencia en la enfermedad de injerto contra huésped. 




 Bajo coste del procedimiento. 
 Disponibilidad en bancos públicos y privados de sangre de cordón 
umbilical. 
Tienen como desventaja la menor cantidad de células obtenidas de esta fuente 
comparada con la médula ósea. Se desarrollan protocolos que permitan la 
expansión de los precursores in vitro para beneficiarse de un mayor número de 
células obtenidas para el injerto. El principal uso actual de los progenitores 
hematopoyéticos de sangre de cordón umbilical es el "trasplante de médula 
ósea" para sustituir el sistema hematopoyético enfermo por uno funcional. 
X. CARACTERIZACION DE LAS CELULAS HEMATOPOYETICAS DEL 
CORDON UMBILICAL 
X.1 CELULAS MADRE 
Las células madre hematopoyéticas CD34+ aisladas de cordón umbilical se 
utilizan como una fuente alternativa de células progenitoras hematopoyéticas 
para el trasplante alogénico usando CD34+ como marcador. Sin embargo, la 
molécula recientemente descrita como CD133+ parece caracterizar 
progenitores hematopoyéticos más inmaduros o primitivos220 . 
CD133+ es una glicoproteína con cinco dominios transmembrana que se co-




CD34-/CD38- y que son capaces de dar lugar a células CD34+ in vitro. Por otra 
parte, CD133+ podría ser una alternativa a CD34+ respecto a la selección de 
células madre humanas y a su expansión ex vivo221 . 
La expresión de CD133+ se ha demostrado en epitelio indiferenciado, 
retinoblastoma, teratocarcinoma, leucemias y células madre neuronales de 
cerebro fetal. Además, las células progenitoras CD133 pueden generar in vitro 
células endoteliales, células progenitores de megacariocitos, células con 
fenotipos neuronales después del tratamiento con ácido retinoico y células del 
linaje míelo-monocítico222 . 
Se han definido tres grupos principales de células madre hematopoyéticas 
dependiendo de la presencia o ausencia de estos marcadores (CD34+/CD133-; 
CD34+/CD133+ y CD34-/CD133+)223. La mayoría de las células madre CD34+ 
son CD133+ y sólo existe un pequeño porcentaje de los otros dos grupos. 
Datos recientes del potencial proliferativo de las células CD133+/CD34+ en 
sangre periférica indican que el 70% de las colonias derivaron en granulocitos-
monocitos, mientras que más del 90% de las colonias que se generaron a partir 
de la fracción CD133-/CD34+ fueron colonias eritrocitarias. Además, las células 
adherentes CD34- derivadas de suspensiones enriquecidas en células CD133+ 
eran capaces de crear supervivencias a largo plazo de injertos de ratones 
NOD/SCID (“nonobese diabetic/ severe combined inmunodeficient mice”) que 




Se ha observado in vivo que si el parámetro de selección es CD133+ y no 
CD34+, la evolución del injerto del trasplante es más favorable suponiendo que 
es debido a su mayor grado de inmadurez225 . Además, si el injerto es de 
células CD133+ de sangre periférica, la compatibilidad HLA puede ser menor 
sin perjuicio de producirse la enfermedad injerto contra huésped, por lo que las 
células trasplantadas de cordón tiene que tener características diferenciales 
respecto de las de médula o periféricas226 . Este marcador también se ha 
encontrado en células neoplásicas de tumoraciones en el cerebro y ciertos 
tipos de carcinoma de riñón 227 . 
X.2 CELULAS DENDRITICAS 
Las células dendríticas son las células presentadoras de antígeno más 
potentes que existen, con capacidad de inducir una respuesta inmune 
primaria228 . Constituyen una población heterogénea de células 
hematopoyéticas con dos tipos fundamentalmente: células dendríticas 
mieloides (CD11c+) y células dendríticas plasmacitoides (CD11c-). 
Estos dos subtipos derivan de la célula madre “stem cell” CD34+ con dos 
patrones de diferenciación. Las células mieloides provienen del precursor de la 
médula ósea y cordón umbilical que da origen a los monocitos y macrófagos 
por medio de citoquinas como GM-CSF y TNFα. Migran a los tejidos periféricos 




forma inmadura hasta que un estímulo antigénico induce su migración a 
órganos linfoides secundarios229 . 
Las células dendríticas plasmacitoides están presentes en sangre periférica, 
tejido linfoide secundario y timo. Expresan marcadores de superficie CD123+, 
DR+/CD4+ bajo, CD45RA+, IL3RALFA+, CD303+ y CD304+. No expresan ni 
CD11C+ ni CD14+, lo que las distingue de las células dendríticas 
convencionales y los monocitos230. Al ser estimuladas, producen IFNα e INFβ. 
Participan en la selección negativa tímica de los linfocitos T autorreactivos. 
Estas subpoblaciones pueden ser diferenciadas mediante la utilización de 
marcadores de superficie y existen protocolos para obtener diferentes tipos de 
células dendríticas in vitro a partir de células madre CD34+ y células periféricas 
CD14+. Se encargan de la inducción de la tolerancia inmune o activación 
linfocitaria231 . 
Las células dendríticas inmaduras se diferencian de las maduras por sus 
características fenotípicas. Las inmaduras presentan altos niveles de CD32 y 
receptores tipo leptina, y bajos niveles de CD40, CD54, CD80, CD86, y 
moléculas HLA clase I y II. 
Las células dendríticas maduras se caracterizan por baja expresión de CD32 y 
alta densidad de CD80, CD86, CD54, CD40 y moléculas HLA clase I y II. Estos 
cambios fenotípicos permiten modificar sus propiedades funcionales. Existen 




llaman BDCA (blood dendritic cell antigen). Permiten detectar subpoblaciones 
de células dendríticas mieloides (BDCA-1 y BCDA-3) y célula dendríticas 
plasmacitoides (BDCA-2 y BDCA-4)232 . 
Las células dendríticas son capaces de dirigir la diferenciación de los linfocitos 
T en respuestas TH1 o TH2 dependiendo del tipo de citoquina que produce. Si 
la célula dendrítica mieloide está en un ambiente donde predomina IL-12, la 
respuesta es TH1, y si la célula plasmacitoide está en un ambiente rico en IL-4, 
IL-5, IL-9 o IL-13, la respuesta es TH2. Además existe una regulación 
recíproca: el INFα promueve una respuesta TH2 por inhibición de la producción 
de IL-12, en cambio IL-4 induce apoptosis de las dendríticas linfoides y 
respuesta TH1. 
La presentación antigénica ocurre cuando un fragmento del antígeno peptídico 
asociado con moléculas HLA clase II en la membrana de la célula dendrítica se 
pone en contacto con el linfocito T CD4+ virgen a través del receptor TCR. Esta 
evidencia ha permitido plantear el uso de las células dendríticas para inducir 
inmunidad protectora frente a patógenos y tumores. Además, la célula 
dendrítica presenta antígenos glucolípidos de manera directa a los linfocitos T 










Existen mecanismos biológicos de regulación de la respuesta inmune que se 
concretan en la relación materno-fetal cuyas características empíricas son: 1.-
baja incidencia de la enfermedad injerto contra huésped (GVHD) en el 
trasplante de sangre de cordón umbilical incluso con baja compatibilidad HLA 
respecto al de médula ósea o de precursores de sangre periférica, 2.- Alto 
grado de inmadurez de las células dendríticas (DC) en la sangre de cordón 
umbilical, 3.- El posible papel de los antígenos no clásicos HLA-G, -E y -F en la 
tolerancia materno fetal así como su actividad de inhibición de células NK y 4.-
La expresión de CD1d en las células dendríticas como regulador de activación 
e inhibición del sistema inmune vía células NK. 
Por otra parte, si consideramos el trasplante de células madre en caso de 
leucemias, linfomas, inmunodeficiencias de donantes alogénicos (no 
relacionados), éstas tienen la capacidad de sobrevivir indefinidamente en el 
organismo receptor y regenerar todo el sistema inmune que en caso de menor 
compatibilidad HLA en la sangre de cordón umbilical se produce una menor 
incidencia de enfermedad injerto contra huésped por lo que tienen que tener 
mecanismos de inhibición para no ser destruidas. 
Dentro de esta relación materno-fetal existen otros mecanismos de regulación 
presente en los eritrocitos fetales que aparecen en el torrente sanguíneo 




especiales. 1.- Son nucleadas, 2.- No son destruidas por el sistema inmune de 
la madre incluso con hasta un 50% de incompatibilidad, y 3.- Sobreviven 
durante el embarazo. Cabe pensar que existe algún mecanismo de tolerización 
de las mismas. Por lo tanto, pasamos a realizar la caracterización de las 
células madre hematopoyéticas CD34 y células dendríticas mieloides y 
plasmacitoides de sangre de cordón umbilical y de sangre periférica respecto a 
la expresión de proteína HLA-G, -E, -F de superficie e intracelular y su 
expresión génica por la presencia de transcritos (mRNA) de estas proteínas y 
en el caso de HLA-G de la aparición de las distintas isoformas en las distintas 
poblaciones celulares. También se testó la presencia de CD1d en las células 
madre y la variación de expresión de la sangre de cordón umbilical (SCU) y en 









OBJETIVOS DEL TRABAJO: 
PRINCIPAL 
- Determinar la presencia de la proteína HLA-G en la superficie celular de 
células madre CD34/CD133, células dendríticas mieloides y plasmacitoides, 
células dendríticas derivadas de células CD34/CD133 y derivadas de 
monocitos de sangre de cordón umbilical y sangre periférica materna, por 
técnicas de citometría de flujo y la expresión de la proteína HLA-G soluble en 
plasma de sangre de cordón umbilical por técnicas de ELISA. 
SECUNDARIOS 
1.- Realización de cultivos celulares de diferenciación para la transformación 
“in vitro” de células madre hematopoyéticas y monocitos de sangre de cordón 
umbilical en células dendríticas y ver sus características inmunofenotípicas. 
2.- Estudiar el ARN-m de HLA-G en poblaciones celulares de sangre de 
cordón umbilical y detectar el patrón de expresión de los transcritos alternativos 
de HLA-G (HLA-G1 a G7) en células dendríticas mieloides, plasmacitoides y 
células dendríticas derivadas de células madre y células madre 
hematopoyéticas por RT-PCR (retrotrancripción inversa y reacción en cadena 




3.- Describir nuevos alelos de HLA-G y su correlación con la expresión génica. 
4.- Estudiar la relación de los polimorfismos 14bp inserción/deleción con los 
alelos HLA-G. 
5.- Estudiar la expresión de los marcadores CD1a y CD1d en las distintas 
poblaciones celulares de las células madre del cordón umbilical. 
6.- Determinar la función potencial de interacción HLA-G que permita incluir 










I. PERIODO DE ESTUDIO 
Este trabajo ha sido realizado durante el periodo de tiempo comprendido entre 
2008-2012, con apoyo multidisciplinario entre el Servicio de Ginecologia y 
Obstetricia del Hospital Clinico Universitario San Carlos de Madrid y la Unidad 
de Inmunoterapia Celular del Instituto de Salud Carlos III de Madrid. 
II. POBLACION DE ESTUDIO 
Se obtuvo un total de 35 unidades de sangre de cordón umbilical, 35 unidades 
de sangre periférica de adulto y 35 muestras de sangre de gestantes a término 
(más de 37 semanas), que acudieron al Servicio de Ginecología y Obstetricia 
del Hospital Clínico Universitario San Carlos con cesáreas programadas. Los 
controles sanos no relacionados sirvieron para la extracción de sangre 
periférica de adulto para la comparación de las células hematopoyéticas con el 
cordón umbilical. 
II.1 CRITERIOS DE INCLUSION DE LA POBLACION 
Los criterios de inclusión fueron: 
 Gestaciones de curso normal. 
 Controles periódicos en la Unidad de Obstetricia del Hospital Clínico San 
Carlos. 
 Serologias negativas (VHB, VHC, HIV, sífilis, toxoplasmosis y rubéola). 





II.2. CRITERIOS DE EXCLUSION DE LA POBLACION
	
Los criterios de exclusión de recogida de sangre de cordón umbilical para la 
obtención de células hematopoyéticas fueron: 
 Prematuridad. 
 Gestación gemelar. 
 Circular de cordón no reducible. 
 Fiebre materna intraparto. 
 Hipertensión arterial materna. 
 Hemorragia materna. 
 Enfermedad infectocontagiosa activa. 
 Adictas a drogas vía parenteral. 
 Signos de aspiración de meconio. 
 Ruptura prematura de membranas de más de 12 horas. 
 Signos biofísicos de sospecha de sufrimiento fetal intraparto. 
Desde la consulta de obstetricia se explica a las pacientes el protocolo del 
trabajo. Se les proporciona dos consentimientos informados aprobados por los 
Comités de Bioética del Hospital Clínico San Carlos y del Instituto de Salud 
Carlos III, uno de ellos relativo a la donación de sangre periférica materna 
(Anexo 1) y el otro de sangre de cordón umbilical con fines de investigación, la 
cual es confidencial y tratada mediante codificación (Anexo 2). Ambos 






I. METODOLOGIA CLINICA: 
I.1 TECNICA DE EXTRACCION Y RECOGIDA DE SANGRE DE CORDON 
UMBILICAL. 
El Real Decreto 1301/206 del 10 de noviembre del 2006 establece las normas 
de calidad y seguridad para la donación, obtención, evaluación, procesamiento, 
preservación, almacenamiento y la distribución de células y tejidos humanos, 
incluidas las células de la placenta procedentes de sangre de cordón umbilical. 
Cuando la gestante a termino acude a la monitorización fetal anteparto, en el 
paritorio, previa a la cesárea, se le realiza la extracción sanguínea periférica 
con 2 tubos tapa color malva, previo consentimiento informado debidamente 
firmado y cumplimentado. 
La extracción y recogida de la sangre de cordón umbilical se realizó una vez 
nacido el recién nacido sin que se haya producido el alumbramiento de la 
placenta. Se limpia con solución antiséptica una porción del cordón lo más 
distal posible a su inserción placentaria. Se obtiene una muestra para pH 
(valorar bienestar fetal) y a continuación se efectuará la punción de la vena 
umbilical con la aguja estéril de la bolsa de donación. 
La sangre se recoge permitiendo que caiga por gravedad y mezclándola 




coagulante). Se obtiene un volumen medio de 150 ml. Finalmente se procede 
al cierre, revisión del etiquetado y almacenamiento provisional de la bolsa hasta 
su recogida, codificándola en la hoja de recogida de datos. 
La sangre de cordón umbilical se mantiene provisionalmente un máximo de 24-
48 horas antes de su procesamiento a temperatura ambiental. Se transporta en 
un contenedor isotérmico hasta el laboratorio del Instituto de Salud Carlos III. 
I.2 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS 
En el laboratorio se procede a cuantificar en ml la cantidad obtenida de sangre 
de cordón umbilical y se aplica el Protocolo de procesamiento de muestras de 
cordón umbilical. 
 PROTOCOLO DE EXTRACCIÓN DE SANGRE DE CORDÓN 
Material: 
 Bolsa de extracción para sangre de cordón umbilical (150 ml-CPD, 
grifols).
	
 Columna o pie para extracción por gravedad.
	
 Recogida en esterilidad (paritorios).
	
Metodología: 
 La bolsa de extracción condiciona el tipo de recogida. 
 Antes del alumbramiento de la placenta, se procede a la extracción de 
sangre de cordón umbilical por gravedad. 
 En el tipo de bolsa utilizada existen dos agujas de extracción, para este 




bifurcación para no perder vacío. La otra se clampa al nivel que sea 
accesible la aguja. Debe quedar abierto el clampaje del tubo común a 
ambas agujas. 
	 Se procede a la canalización de una de las venas principales en el punto 
más distante del cordón respecto a la placenta. 
	 Una vez canalizado se desclampa la aguja seleccionada dejando fluir la 
sangre. Si es posible mantener la bolsa en agitación para evitar 
coágulos. 
 Terminada la extracción se realiza el clampaje de la aguja utilizada. 
 Se cierra la bolsa al nivel del borde de la misma y se da un leve masaje 
para la homogeneización de la misma. 
	 Una vez en el laboratorio y en campana de flujo laminar se procede a su 
extracción mediante una jeringa de 10 o 20 ml y se transvasa a tubos 
tipo falcón de 50 ml estériles. 
	 Dichos tubos se centrifugarán a 2500 r.p.m 5 min. para la separación del 
plasma que se recoge mediante pipeta pasteur estéril y se pasa a los 
tubos correspondientes para su congelación a –20ºC y posterior uso 
futuro. 
	 El restante del tubo se diluirá 1:1 con medio PBS y se homogeneiza para 
el paso posterior de aislamiento de células mononucleares. 
I.3 ESTUDIOS CELULARES 
I.3.1 EXTRACCION DE SUBPOBLACIONES 
I.3.1.1 GRADIENTE DE DENSIDAD 
El		Gradiente de Densidad (gradiente de ficoll) es la propiedad celular más 
utilizada para separar diferentes poblaciones celulares de sangre de cordón 




molecular que permite aislar células mononucleares del resto de las 
poblaciones celulares sanguíneas (polimorfonucleares y hematíes). 
Las fracciones de células mononucleares se aíslan usando “Lympholyte” 
(Cedarlane, Ontario, Canadá), por centrifugación de gradiente de densidad y 
tecnología de microbeads MACs correspondiente (Miltenyi Bistec, Bergisch 
Gladbach, German). Las células dendríticas mieloides y plasmacitoides y las 
hematopoyéticas CD34+ se obtienen usando los Kits correspondientes de los 
marcadores de diferenciación celular. 
Los Kits de CD3 y CD19 se usan para aislar células T y células B según las 
instrucciones de los fabricantes, conjugados con microesferas magnéticas 
(Miltenyi Biotech; Bergisch Gladblach, Alemania). 
	 PROTOCOLO DE AISLAMIENTO DE CÉLULAS 
MONONUCLEARES 
Material: 
 Gradiente de densidad Lympholyte (Cedarlane, Ontario, Canadá).
	
 Medio comercial de cultivo RPMI 1640 o PBS pH: 7.2.
	
 Antibióticos: Nuvapen (2500 mg), Orbenin (2500 mg) y Gentamicina
	
(800mg), se disuelve hasta un volumen final de 200ml. 
 Suero de ternera fetal (FCS): una botella de 500ml, una hora a 56ºC. A 
continuación se alícuota en frascos de 10 ml. 
 Todo el proceso se realiza en condiciones de esterilidad. 
Procedimiento: 




	 Añadir 7 ml de sangre diluida con ayuda de la pipeta pasteur sobre el 
Lympholyte. Se realizará despacio contra las paredes interiores del tubo 
y teniendo cuidado para que no tenga lugar la mezcla de ambas fases. 
	 Una vez añadida la sangre, centrifugar durante 40 minutos a 1800 r.p.m. 
Con esta operación se consigue que, gracias al gradiente de densidad 
creado por el Lympholyte, los eritrocitos se agrupen y sedimenten, los 
polimorfonucleares queden en la interfase entre eritrocitos y lympholyte y 
las células blancas mononucleares permanezcan en la interfase entre el 
Lympholyte y el medio de dilución. 
	 Una vez retirados los tubos de la centrífuga, observaremos una nube 
difusa en la interfase entre el Lympholyte y el medio de dilución que 
corresponde a las células mononucleares. Retirar esta nube con una 
pipeta pasteur y realizar movimientos circulares (procurar arrastrar el 
medio y no el Lympholyte). Depositamos los linfocitos en otro tubo 
limpio y estéril. 
	 Realizar dos lavados con medio RPMI suplementado con 1% de 
antibiótico o PBS y centrifugar en ambas ocasiones durante 10 minutos 
a 1200 r.p.m. Cada lavado consiste en añadir sobre las células 
mononucleares el medio hasta completar el tubo (10-12 ml), mezclar 
suavemente y centrifugar 10 min. a 1200 r.p.m. Posteriormente se retira 
el sobrenadante volcando el tubo, quedando los células mononucleares 
en el fondo del mismo formando un pellet. Antes de añadir de nuevo 
medio disociar el pellet golpeando suavemente con los dedos el fondo 
del tubo. 
	 RECUENTO, VIABILIDAD Y PUREZA DE LA MUESTRA 
Material: 
	 Preparación de eosina. Se disuelven 5 g de Eosina en 95 ml de agua 




	 Preparación de azul tripán: Se preparará una solución de azul tripán al 
0.4% en PBS. 
Procedimiento: 
	 Recuento de células y ajuste de la concentración celular: Para el 
recuento de células se necesita una cámara de contaje o 
hemocitómetro. Las cámaras de Neubauer tienen diferentes cuadros 
grandes compuestos cada uno de ellos de 16 cuadros pequeños. Cada 
uno de estos cuadros grandes tiene una capacidad de 0.1 mm3 lo que 
equivale a 10-4 ml. 
Con ello podremos calcular la concentración celular. A efectos prácticos la 
concentración celular por ml será igual al número de células contadas en 16 
cuadros de la cámara x 106/100. Si queremos saber el número total de células 
de la suspensión bastará con multiplicar por el número de ml. Para ajustar la 
suspensión celular a la concentración deseada se aplica la fórmula: V x C = V’ 
x C’ de manera que V’ = V x C/C’ donde V es el volumen en el que tenemos la 
muestra (se considera 1 porque habremos centrifugado y tendremos el pellet 
celular. Si no es así y tenemos la suspensión en un volumen determinado, será 
este volumen) C es la concentración de células en la suspensión celular. V’ es 
el volumen de líquido en el que tenemos que resuspender la muestra para que 
quede a 3.5x106 ml y C’ es la concentración final a la que se desea tener las 
células. 
	 Determinación del porcentaje de células mononucleares. La solución 
comercial de Lymphoprep asegura una muestra libre de 
polimorfonucleares. 
	 Determinación de la viabilidad celular de la muestra. Se toma una 
muestra (aproximadamente 10 ml) de la suspensión celular obtenida en 




diluye 1:1 en eosina o solución de azul tripán. Se observa al microscopio 
de modo que las células vivas se verán claras y refringentes y las 
células muertas se verán rojo-oscuro o azul oscuro y no refringentes. 
	 Determinar el porcentaje de células viables. Para que los resultados 
sean interpretables la muestra debe tener una viabilidad superior al 90%. 
La viabilidad puede encontrarse disminuida en: 
	 Cordones extraídos con cierto tiempo de antelación a la 
extracción de la sangre. 
 Muestras extraídas mucho tiempo antes de ser procesadas. 
 Muestras que han sido almacenadas de manera inadecuada 
(muestras de sangre entera refrigeradas o sometidas a 
temperaturas extremas). 
 Si ha ocurrido algún accidente durante el manejo o el 
procesamiento de las muestras que influya en su viabilidad. 
I.3.1.2 TRANSFORMACION DE CELULAS CD34+ EN CELULAS 
DENDRITICAS 
Las células madre CD34+ de sangre de cordón umbilical se derivaron a células 
dendríticas por cultivo celular en el laboratorio. Se enriquecieron a partir de 
células mononucleares de sangre de cordón umbilical utilizando perlas 
magnéticas. Se lava dos veces en tampón fosfato salino (PBS) y 
aproximadamente 25-30 x 105 células/ ml se cultivan en medio RPMI-1640 
(Mediatech Inc., Herndon, VA), suplementado con glutamina 2 mM (PAA 
Laboratories, Pasching, Austria), antibióticos y 10% de plasma autólogo de 
sangre de cordón, GM-CSF 20 ng/ml (Bender, Viena, Austria) y TNFα. Se 




sustitución cuidadosa. En el día 14, se recogen las células por pipeteo suave y 
se caracteriza fenotípicamente la muestra para los marcadores de las células 
dendríticas por citofluorometría de flujo236 . 
I.3.2 CITOFLUOROMETRÍA DE FLUJO 
Las subpoblaciones celulares se obtienen por técnicas de citofluorometría de 
flujo con los anticuerpos monoclonales correspondientes a los diferentes 
subtipos, utilizando el software integrado del CellQuest que corresponde al 
propio citofluorómetro. Solo las poblaciones de células con pureza media de 
95% fueron aceptadas y procesadas. 
La citofluorometría de flujo es una técnica de análisis celular que implica medir 
las características de dispersión de luz y fluorescencia que poseen las células 
conforme pasan a través de un rayo de luz. Se basa en la difracción de la luz 
en sentido frontal (para medir el tamaño celular) y la reflexión de la luz de 
manera lateral (para medir la granularidad celular). Además, si previamente se 
coloca las células en presencia de anticuerpos monoclonales marcados con 
moléculas fluorescentes, se puede evaluar que células poseen los antígenos 
complementarios a los anticuerpos monoclonales usados. 
Para caracterizar la membrana, las células se suspenden en buffer de PBS 
(phosphate buffered saline) que contiene 0,5% de albúmina bovina, 
incubándose con anticuerpos monoclonales durante 15 minutos a temperatura 
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ambiente, y lavadas (5 minutos a 1600 r.p.m) con PBS. Para el marcaje 
intracelular, las células se fijaron y permeabilizaron según instrucciones del 
fabricante (Caltag, Austria) y fueron analizadas por citofluorometría de flujo 
(FACScan; Becton Dickinson, San José, CA, EE.UU.) utilizando el Software 
CellQuestTM estándar (Becton Dickinson, San José, CA, EE.UU.) Al menos 
10.000 eventos cerrados fueron analizados mediante el software WinMDI. Se 
explica a continuación el Protocolo de citofluorometría de flujo. 
Figura 36. Esquema de un Citofluorómetro de Flujo 240 . 
Los anticuerpos monoclonales murinos y los controles de isotipo utilizados en 
los estudios de citofluorometría de flujo para determinación de los transcritos 
alternativos de HLA-G son: HLA-G (MEMG/9)-FITC, PE-CD1a, CD1a-FITC, 
CD14 PerCP-, CD34-PerCP, CD38-PE, CD38-FITC, CD209-PerCP (Becton 
Dickinson, San José, CA, EE.UU.), CD1c-PE, CD3-FITC, CD11c-PE, CD11c-
APC, CD16-PE, CD19-FITC, CD19-APC, CD33-APC, CD80-FITC, CD83-PE, 
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CD86-PE, CD133-APC, CD303-PE y CD303-APC (Miltenyi Biotech, Bergisch). 
	 PROTOCOLO DE CITOFLUOROMETRÍA DE FLUJO 
	 Marcaje directo (De sangre periférica o suspensión celular) 
	 Tomar una cantidad de sangre equivalente a un rango entre 200.000 y 
1.000.000 células por tubo. Este valor vendrá determinado por el 
hemograma correspondiente. En el caso de suspensión celular se 
tomará el mismo número de células en aproximadamente 200 μl de PBS 
y se procederá del mismo modo. 
	 Añadir el anticuerpo monoclonal marcado con el fluoróforo (la cantidad 
vendrá recomendada por la casa comercial en función de la 
concentración y el fluoróforo usado). 
	 Agitar e incubar durante 15 min. a temperatura ambiente en oscuridad. 
	 Añadir 2 ml de solución lisante comercial (BD) (contiene dietilenglicol y 
formaldehído). 
	 Agitar e incubar durante 5 min. a temperatura ambiente. 
	 Centrifugar a 1200-1500 rpm durante 5 min. a temperatura ambiente. 
	 Decantar el sobrenadante. 
	 Realizar dos lavados con 5 ml de PBS centrifugando a 1200-1500 rpm 5 
min. a temperatura ambiente. 
 Decantar el sobrenadante. 
 Resuspender el botón celular en 1 ml de PBS. 
 Leer en el citofluorómetro. 
	 Marcaje indirecto (De sangre periférica o suspensión celular) 
	 Tomar una cantidad de sangre equivalente a un rango entre 200.000 y 
1.000.000 de células por tubo. Este valor vendrá determinado por el 




tomará el mismo número de células en aproximadamente 200 μl de PBS 
y se procederá del mismo modo. 
	 Añadir el anticuerpo monoclonal (la cantidad vendrá recomendada por la 
casa comercial en función de la concentración y el fluoróforo usado). 
	 Agitar e incubar durante 15 min. a temperatura ambiente en oscuridad. 
	 Realizar dos lavados con 5 ml de PBS centrifugando a 1200-1500 rpm 5 
min. a temperatura ambiente. 
	 Añadir el anticuerpo conjugado fluorescente, también se pueden añadir 
en este paso otros monoclonales marcados (marcaje directo; la cantidad 
vendrá recomendada por la casa comercial en función de la 
concentración y el fluoróforo usado). 
	 Agitar e incubar durante 15 min. a temperatura ambiente en oscuridad. 
	 Añadir 2 ml de solución lisante comercial (BD) (contiene polietilenglicol y 
formaldehído). 
	 Agitar e incubar durante 5 min. a temperatura ambiente. 
	 Centrifugar a 1200-1500 rpm durante 5 min. a temperatura ambiente. 
	 Decantar el sobrenadante. 
	 Realizar dos lavados con 5 ml de PBS centrifugando a 1200-1500 rpm 5 
min. a temperatura ambiente. 
	 Decantar el sobrenadante. 
	 Resuspender el botón celular en 1 ml de PBS. 
	 Leer en el citofluorómetro. 
 Marcaje intracelular (De sangre periférica o suspensión celular). 
 Tomar una cantidad de sangre equivalente a un rango entre 200.000 y 
1.000.000 células por tubo (según protocolo de sangre o suspensión 
celular). 
	 Añadir el anticuerpo monoclonal de superficie (la cantidad vendrá 
recomendada por la casa comercial en función de la concentración y el 
fluoróforo usado). 




 Realizar un lavado con 5 ml de PBS centrifugando a 1200-1500 rpm 5 
min. a temperatura ambiente. 
 Añadir 100ul de solución A (fijadora, Caltag) e incubar 15 min. 
 Realizar un lavado con 5 ml de PBS centrifugando a 1200-1500 rpm 5 
min. a temperatura ambiente. 
 Añadir 100ul de solución B (permeabilizante, Caltag). 
 Añadir el anticuerpo monoclonal que queremos ver intracelular a la 
concentración indicada por la casa comercial. 
 Agitar e incubar 15 min. 
 Realizar dos lavados con 5 ml de PBS centrifugando a 1200-1500 rpm 5 
min. a temperatura ambiente. 
 Decantar el sobrenadante. 
 Resuspender el botón celular en 1 ml de PBS. 
 Leer en el citofluorómetro. 
I.4 ESTUDIOS DE PROTEINAS 
I.4.1 CUANTIFICACION DE HLA-G SOLUBLE EN SUERO DE SANGRE DE 
CORDÓN 
Se realiza mediante la técnica de ELISA. Es un procedimiento de ensayo 
inmunoenzimático (enzyme linked inmuno sorbent assay). La prueba utiliza 
anticuerpos marcados con una enzima, para revelar el reactivo 
complementario. 
Se procede a la fijación de uno de los componentes de la reacción 
inmunológica a un soporte sólido, poniendo luego ese sistema en contacto con 
una fase fluida que contiene el reactivo complementario. El complejo 




sustrato cromogénico. La reacción inmunológica se cuantifica midiendo 
espectrofotométricamente la cantidad de color resultante que equivale a la 
cantidad de HLA-G soluble. A continuación presentamos el Protocolo de 
obtención de HLA-G soluble por Elisa. 
Figura 37. Técnica de ELISA236 . 
 PROTOCOLO DE OBTENCION DE HLA-G SOLUBLE POR ELISA 
	 PRECAUCIONES: 
	 Evitar el contacto con la STOP SOLUTION y SUBTRATE SOLUTION, 
llevar gafas y guantes cuando se usen estos productos. 
	 Reactivos con diferente nº de lote no deben mezclarse. 
	 COMPONENTES DEL KIT: 
	 Placas cubiertas con anticuerpo anti HLA-G de 96 pocillos. 
	 Conjugate solution, lista para usar. 
	 Standard sHLA-G, liofilizado, diluir con 200l de agua 
destilada/desionizada (625 U/ml), conservar a –20ºC. 
	 Buffer de dilución, listo para usar. 




	 Substrate Solution, lista para usar. 
	 Stop solution, lista para usar. 
Antes de comenzar un ensayo los reactivos tienen que estar a temperatura 
ambiente. Si no se usa la placa entera, poner las tiras sobrantes en la bolsa de 
aluminio con desecante y guardarla cerrada a 2-8 ºC. Las muestras deben 
estar congeladas a –20ºC, no descongelar/congelar repetidamente. 
	 PREPARACIÓN DE STANDARDS: 
VOLUMEN DE STANDARD BUFFER DE DILUCION CONCENTRACION 
75 l de Standard 300 l 125.000 U/ml 
150 l de Std. 125.000 U/ml 150 l 62.50 U/ml 
150 l de Std. 62.50 U/ml 150 l 31.25 U/ml 
150 l de Std. 31.25 U/ml 150 l 15.63 U/ml 
150 l de Std. 15.63 U/ml 150 l 7.81 U/ml 
150 l de Std. 7.81 U/ml 150 l 3.91 U/ml 
150 l de Std. 3.91 U/ml 150 l 1.95 U/ml 
	 PROCEDIMIENTO: 
	 Pipetear 50 l de Buffer de dilución en los pocillos. 
	 Pipetear 50 l de los estándares y las muestras (preferiblemente por 
duplicado) en los pocillos apropiados. 
	 Incubar la placa 1h. a temperatura ambiente agitándose a 300 rpm. 
	 Lavar la placa 3 veces con solución de lavado (350 l por pocillo). 
	 Añadir 100 l de " conjugate solution " en cada pocillo. 
	 Incubar la placa 1h. a temperatura ambiente, agitándose a 300 rpm. 
	 Añadir 100 l de " substrate solution". 
	 Incubar en oscuridad 15 min. a temperatura ambiente (la incubación 
puede ampliarse hasta 30 min. si el cambio de color no es bueno). ¡¡No 
agitar!! 





 Leer la absorbancia a 450 nm. 
I.5 ESTUDIOS GENETICOS 
I.5.1 DETERMINACION DE LA EXPRESION GENICA DE LAS ISOFORMAS 
DE HLA-G 
I.5.1.1 AISLAMIENTO DE mRNA, TRANSCRIPCION REVERSA Y 
REACCION PCR. 
Permite detectar la presencia de determinados transcritos de HLA-G. El total de 
mRNA se extrae con un Kit Rneasy Mini Kit (Qiagen Crawley, Reino Unido), 
según las instrucciones del fabricante. Esto incluye un paso específico para 
eliminar posible contaminación por DNA (RNasa-free DNASA set Kit). El DNA 
complementario se prepara del RNA total con el sistema de transcriptasa 
reversa (RT-PCR) (Promega, Madison, WI, EE.UU.). La amplificación de HLA-
G específico utiliza primers para determinar los distintos exones G2-5 '(5'-
TCCATGAGGTATTTCAGCGC) y GC-2a (5'-
GGCTGGTCTCTGCACAAAGAGA), colocado en el exón 2 y regiones 
UT237,2383' . Para incrementar la señal del amplificado del DNA se realizó un 
proceso de PCR "nested" que consiste en la amplificación con primers 
específicos del amplificado obtenido con los primers genéricos usados. 
Los primers específicos son: G257F (exon2; 5'-
GGAAGAGGAGACACGGAACA)/ HLA GEx5-(exon5; 5'-




CCAATGTGGCTGAACAAAGG) / HLA-G1 GEx5 identifica G4 y G5; G257F/i4b 
(intron 4; 5'-AAAGGAGGTGAAGGTGAGGG) detecta las isoformas solubles G5 
y G6; G2-5 '(5'-TCCATGAGGTATTTCAGCGC) y GC-2a (5'-
GGCTGGTCTCTGCACAAAGAGA), colocado en el exón 2 y regiones 3'UT. Es 
decir, que la extracción de RNA, conversión a cDNA y amplificación por PCR 
se realizará con la metodología estándar para medir la presencia de mRNA de 
las moléculas de HLA-G (diferentes isoformas). 
Se presenta el Protocolo de purificación del RNA total y el Protocolo RT-PCR 
para células mononucleares del cordón umbilical. 
 PROTOCOLO DE PURIFICACIÓN DE RNA TOTAL (Qiagen) 
	 PUNTOS IMPORTANTES ANTES DE EMPEZAR: 
o	 Los pellet de células pueden guardarse a –70ºC para usar más tarde. 
o	 Determinar el número de células antes de congelar. 
o	 Los homogeneizados de las células lisadas pueden guardarse a –70ºC 
durante varios meses. Éstas pueden descongelarse en un baño a 37ºC 
hasta que se disuelvan todas las sales. Una prolongada incubación 
puede comprometer la integridad del RNA. 
o	 Si aparece material insoluble visible, centrifugar 5 minutos a 3000-5000 
g y transferir el sobrenadante a un nuevo tubo. 
o	 Buffer RLT con precipitado, resuspender por calentamiento y mantener a 
temperatura ambiente. 




	 PREPARAR ANTES DE EMPEZAR: 
o	 Si el RNA purificado es rico en RNAsas es recomendable añadir β-ME (β-
mercaptoetanol) al buffer RLT; añadir 10 L de β-ME por 1 ml de Buffer 
RLT (a temperatura ambiente aguanta hasta un mes). 
o	 Antes de usar por primera vez el buffer RPE, añadir 4 volúmenes de 
etanol 96-100%. 
o	 Preparar la DNAsa I para eliminar la contaminación con DNA. 
o	 Determinar el número de células. No usar más de 1x107 células. 
o	 Centrifugar 5 minutos a 300g (1200 rpm). Eliminar con cuidado el 
sobrenadante por aspiración o decantación. 
o	 Ruptura de las células por adición de Buffer RLT : 
Número de células Volumen de Buffer RLT + β-ME (µl) 
<5x106 350 
5x106 – 1x107 600 
o	 Mezclar por pipeteo o vórtex. 
o	 Homogeneizar la muestra (si hay muchas células) pasándola 5 veces 
por una aguja de 0.9mm de diámetro. 
o	 Añadir 1 volumen de etanol al 70% (350/600 l) y mezclar bien por 
pipeteo (no centrifugar). 
o	 Transferir los 700 l de muestra, incluido el precipitado que se haya 
formado, a la columna " Rneasy spin " colocada con un tubo colector de 
2mL. 
o	 Centrifugar 15 segundos a 8000 x g (> 10000 rpm). Desechar el fluido 
(con cuidado al sacar la columna). 
o	 Si la muestra excede de 700 l centrifugar en alícuotas sucesivas en la 




	 (Opcional) DIGESTION DNasa EN COLUMNA 
o	 Añadir 700 l de Buffer RW1 a la columna Rneasy (350 l si se realiza la 
digestión con DNasa). 
o	 Centrifugar 15 s a 8000 x g (> 10000 rpm) para lavar la membrana de la 
columna. 
o	 Añadir 500 l de buffer RPE a la columna. Centrifugar 2 minutos a 8000 
x g (> 10000 rpm) para lavar la membrana de la columna. 
o	 (Opcional). Se puede volver a centrifugar la columna en un tubo de 
colección nuevo durante 1 minuto a máxima velocidad, para 
asegurarnos de que se elimina cualquier resto de buffer RPE de la parte 
externa de la columna. 
o	 Colocar la columna en un nuevo tubo de colección de 1,5 ml y añadir 30-
50 l de RNase free water directamente sobre la membrana de la 
columna. Centrifugar 1 minuto a 8000 x g (> 10000 rpm). 
o	 Si la cantidad de RNA obtenida es mayor de 30 g se repite el paso 
anterior utilizando otros 30-50 l de agua libre de RNasas. Si es menor 
habría que diluir en menos cantidad de agua. 
o	 (Opcional). También se puede realizar la digestión con DNasa en la 
solución de RNA y luego realizar el protocolo de RNA Cleanup. 
	 DIGESTION CON DNasa EN COLUMNA. 
	 Antes de utilizar: 
o	 Preparar la solución stock de DNasa disolviendo la DNasa liofilizada I en 
550 l de RNasa free water, inyectar el agua directamente en el vial, 
disolver por inversión, alicuotar y congelar las alícuotas a –20ºC (duran 
hasta 9 meses). No volver a congelar la alícuota que haya sido 





o	 Añadir 350 l de Buffer RW1 a la columna y centrifugar a 8000 x g (> 
10000 rpm) para lavar la membrana de la columna. 
o	 Preparar el mix de incubación: mezclar 10 l de DNasa I stock solution 
con 70 l de Buffer RDD, por inversión (la DNasa es muy sensible a 
agresiones físicas) y centrifugar brevemente. 
o	 Añadir 80 l del mix de incubación directamente en la membrana de la 
columna e incubar a 20-30ºC durante 15 minutos. 
o	 Añadir 350 l de buffer RW1 a la columna y centrifugar durante 15 
segundos a 8000 x g (>10000 rpm). Descartar el resto y continuar en el 
paso del lavado con Buffer RPE. 
	 DIGESTION CON DNasa EN SOLUCIÓN 
	 Importante antes de empezar: no vortear la DNAsa para reconstituirla. La 
DNAsa es muy sensible a la desnaturalización física. Mezclar sólo por 
inversión del tubo. 
	 Protocolo: 
 Mezclar en un tubo de microcentrífuga: 
 ≤ 87.5 l de la solución de RNA. 
 10 l de Buffer RDD. 
 2.5 l de DNAsa I. 
 Completar con RNase – free water hasta 100 l, los volúmenes de 
reacción pueden duplicarse si es necesario (hasta 200 l). 
 Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos. 
 Lavar el RNA: 
o	 Ajustar la muestra a un volumen de 100 l con RNase-free water. 
o	 Añadir 350 l de buffer RLT y mezclar bien. 
o	 Transferir la muestra (700 l) a una columna RNeasy mini spin con un 
tubo colector de 2 ml. Centrifugar 15 segundos a ≥8000 g (≥10000 rpm). 




o	 Añadir a la columna 500 l de buffer RPE. Centrifugar 15 segundos a 
≥8000 g (≥ 10000 rpm) para lavar la membrana de la columna. Descartar 
el sobrenadante. 
o	 Añadir a la columna 500 l de buffer RPE. Centrifugar 2 minutos a 
≥8000 g (≥10000 rpm) para lavar la membrana de la columna. Descartar 
sobrenadante. 
o	 (OPCIONAL). Transferir la columna a un nuevo tubo colector de 2 ml. 
Centrifugar 1 minuto a máxima velocidad. 
o	 Transferir la columna a un nuevo tubo colector de 1.5 ml. Añadir 30-50 
ml de RNase-free water a la columna. Centrifugar 1 minuto a ≥8000 g 
(≥10000 rpm). Recoger el eluido, que contiene el RNA. 
o	 Si la cantidad de RNA es superior a 30 g repetir el paso anterior 
reutilizando el tubo colector. 
	 PROTOCOLO RT-PCR PARA MONONUCLEARES DE 
CORDÓN UMBILICAL 
 Muestra: RNA de mononucleares de sangre de cordón umbilical.
	
 Primers: G2-5´y GC-2a (HLA-G).
	
- RT-PCR en dos pasos.
	
- RT (Reverse Transcription Systems, Promega).
	
Se puede realizar con oligo (dT) o con primers aleatorios. 
 Calentar el RNA que va a ser amplificado en un baño (seco o no) a 70ºC 
durante 10 minutos. Luego centrifugar brevemente y meter en hielo. 
 RNA: 
 1 g de mRNA + poli(A). 
	 1 g de RNA total. 
 1 g (2 l) de RNA control positivo, kanamicina 1,2 kb. 
 Calcular la cantidad de RNA mediante electroforesis o absorbancia (abs. 
260nm = 1  40 g /ml de RNA). 
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______________________________________________________ MÉTODOS 
	 Preparar la mezcla de reacción añadiendo los siguientes reactivos en 
este orden: 
Componente Ci Cf. Cantidad 
MgCl2 25 mM 5 mM 4 l 
RT Buffer 10X 1X (*) 2 l 
dNTP mix 1mM/dNTP 2 l 
Ribon. Inhib. 1U/l 0.5 l 
AMV RT 20U/l 15U/g RNA 15U (0.75 l) 
Oligo d (T) 
Random primer 0.5 g/l 0.5 g/g RNA 0.5 g (1l) 
RNA o control (+) 50ng/l 1 g (**) 
H2O nucl. Free hasta 20 l 
Vt 20 l 
(*) 10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 0.1% triton.
	
(**) El volumen depende de la concentración de RNA que tengamos.
	
 Con el primer oligo (dT) incubar la reacción a 42ºC 15 minutos. 
 Con random primers incubar a temperatura ambiente 10 minutos y 
después 15 minutos a 42ºC. 
 Calentar 5 minutos a 95ºC, luego incubar de 0-5ºC otros 5 minutos para 
inactivar la AMV RT. 
	 La muestra puede ser utilizada para análisis en gel de agarosa, para 
síntesis de la segunda cadena de cDNA, para amplificación por PCR. Si 
no va a ser inmediatamente utilizada congelar a –20ºC hasta su uso. 
	 PCR: preparar un mix para la reacción de secuenciación con la siguiente 
composición: 
Componente Ci Cf. Cantidad 
DNA de la PCR 2 l 
dNTP mix 200M/Dntp 
PCR Buffer 10X 1X 10 l 
Taq polimerasa 2.5 U 
Oligo 1 100 M 100 ng 
Oligo 2 100 M 100 ng 
H2O nucleasa 
free 
hasta 40 l 




 Master Mix (Promega): 
Componente Ci Cf. Cantidad 
Master Mix + enz 2x 1x 12.5 μl 
G2-5´/CD1Df 100 μM 0.1-1 μM (150 ng) 0.25 μl 
Gc-2a/CD1dR 100 µM 0.1-1 μM (150 ng) 0.25 μl 
H2O nucleasa 
free 
Hasta 25 μl 
DNA de la PCR < 250 ng 5 μl 
Vt 25 μl 
Master Mix C1 Cf 
Taq polimerasa 50 U/ml 0.625 U 
Dntp 400M 200 M/dNTP 
MgCl 3 mM 1.5 Mm 
 Programar el termociclador, situar los tubos y hacer la RT-PCR. 
 HLA-G: 
Tiempo Temperatura 
Activación inicial 5 min. 94º 
Desnaturalización 20 seg. 94º 
Activación 1 min. 55º 
Elongación 75 seg. 72º 
Extensión final 10 min. 72º 
	 RT-PCR en un paso: 
	 Descongelar el RNA molde, los primers, el dNTP mix, el buffer 5x 
QIAGEN OneStep RT-PCR, el agua Rnase-free y ponerlo en hielo. 
	 Es importante mezclar las soluciones completamente antes de su uso 




 Preparar un master mix: 
Componente Volumen x1 
Buffer 5x (12,5 mM MgCl2) 5 l 
dNTP Mix (10 mM/nt) 1 l 
Primer A (100M) 0.25 l 
Primer B (100 M) 0.25 l 
Mix de enzimas 1 l 
Inhibidor Rnasa (opcional) 
Agua Rnase-free Variable (hasta completar 25 l) 
Template RNA 5-10 l 
V total 25 l 
	 Es importante preparar un 10% más de la cantidad deseada teniendo en 
cuenta que puede faltar solución por errores de pipeteo. 
	 Es importante, también, realizar un control negativo con el master mix 
pero sin RNA. 
	 Mezclar bien el master mix y dispensar el volumen adecuado en cada 
tubo. 
	 Añadir el " RNA template" o molde a cada tubo. Máximo 2 g/reacción. 
	 Programar el termociclador, situar los tubos en el mismo y lanzar la RT-
PCR. 
HLA-G Tiempo Temperatura 
Trascripción reversa 30 min. 50ºC 
Activación inicial 5 min. 94ºC 
Desnaturalización 20 seg. 94ºC 
Hibridación 1 min. 55ºC 
Elongación 75 seg. 72ºC 
Extensión final 10 min. 72ºC. 
I.5.1.2 SECUENCIACION DE TRANSCRITOS ALTERNATIVOS HLA-G 
Los transcritos de PCR del HLA-G se secuencian utilizando los mismos primers 
o cebadores específicos de amplificación para su confirmación. Los productos 




Corporation, Cleveland, OH) cuando se obtenga solo una banda. Cuando se 
obtiene más de una banda, se debe extraer y purificar con el kit de purificación 
de gel IlustraTM ® GFX PCR DNA (GE Healthcare, Reino Unido) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Los productos obtenidos se secuencian en ambas 
direcciones por el método del DNA BigDye Terminador Cycle Sequencing kit 
(Applied Biosystems, Foster City, CA) en un secuenciador ABI PRISM 3700, 
con su software. Para evitar errores en el procesamiento de la PCR, cada 
muestra fue secuenciada a partir de dos amplificaciones diferentes de PCR240 . 
La alineación de las secuencias obtenidas se realizó utilizando el software 
MEGA 3.1 con las correspondientes secuencias publicadas (IMGT-HLA de 
base de datos: www.ebi.ac.uk / IMGT / HLA)241. Se presenta el Protocolo de 
extracción de DNA. 
 PURIFICACIÓN Y SECUENCIACIÓN DEL cDNA AMPLIFICADO 
 PURIFICACIÓN: 
 Por cada 5 l de producto de PCR se añaden 2l de Exosap y los 
llevamos al termociclador (programa Exosap 37ºC 15min; 80ºC 
15min). Ahora está listo para secuenciar. 
 Si se va a tardar menos de 48h en secuenciar se guarda en nevera a 
4ºC, sino conservar a –18ºC. 
 SECUENCIACIÓN: 
 En campana, en tubos eppendorf dos tubos por cada muestra, se 
añaden por este orden: 
FORWARD REVERSE 
5 l H2O 5 l H2O 
1 l primer o cebador 1 1 l primer o cebador 2 
2 l de MIX (Taq, Mg2+, dNTP´s marcados) 2 l de MIX 




 Si las bandas de la electroforesis son flojas se añade más cantidad de 
ADN y se echa menos cantidad de H2O destilada, de manera que 
siempre en el tubo queden 10 l de la mezcla. 
 Los reactivos se llevan rápidamente a la nevera y el ADN se añade fuera 
de la campana. 
 Programa de secuenciación: 
 98 ºC  5 seg. 
 30 ciclos de: 
 96 ºC  10 seg. 
 65 ºC  1 min. 
 4 ºC  
I.5.1.3 SECUENCIACION DE NUEVOS ALELOS HLA-G 
El polimorfismo del HLA-G se estudió en 32 muestras de sangre de cordón 
umbilical obtenidos en pacientes con cesárea a término, aprobado por el 
Comité de Ética del Hospital Clínico San Carlos. El ADN total fue extraído 
utilizando el Mini Kit (Qiagen, Crawley, Reino Unido) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante, con cebadores G257F, G526F, HLA-GEx5, GC-2a, 
G3UT1.0, GEx3.3 y G1046F, para la amplificación específica de HLA-G, la 
secuenciación directa y la clonación. 
La secuencia obtenida comprende una región de 3,25 kb (región parcial de 
3'UT, todos los exones e intrones y las regiones parciales de 5'UT). Las bandas 
obtenidas se ligaron a un PCR ® 2.1 - TOPO 3,9 kb del plásmido (Kit de 
clonación TOPO TA, Invitrogen, Carisbad, CA), y se inserta en las células 




Los productos HLA-G de la PCR y los plásmidos fueron secuenciados 
utilizando los mismos cebadores de amplificación específicos y purificados 
usando metodología ExoSAP-IT® (USB Corporation, Cleveland, OH). Los 
ciclos de secuenciación en ambas direcciones utilizaron un Kit Big Dye 
Terminator (Applied Biosystems, Foster City, CA) y un secuenciador de ADN 
automatizado ABI PRISM 3700. Para evitar errores, la muestra fue 
secuenciada a partir de, al menos, dos amplificaciones de PCR diferentes y de 
varias colonias. Las moléculas HLA-A, HLA-B y HLA-DRB1 se determinaron 
por tecnología Luminex y Kits de oligonucleótidos específicos de los loci. 
II. METODOLOGIA ESTADISTICA 
Es un estudio descriptivo, de corte transversal, de casos y controles de 
muestras de sangre de cordón umbilical de gestantes a término. Las 
secuencias generadas se analizaron con el programa SEQin (Applied 
Biosystems) y secuencias contiguas de las reacciones directa e inversa de los 
PCRs. Múltiples análisis de alineación de secuencia se calcularon usando el 
algoritmo ClustaIW (Higgins et al, 1994, Instituto Europeo de Bioinformática; 
http://www.ebi.ac.uk/clustalw)242 . Los análisis moleculares se realizaron 
utilizando MEGA versión 4.0.2240, y el programa de detección de recombinación 
(RDP; versión 3,12). 
En el caso de la cuantificación de la expresión génica de las isoformas, se 




llevan un reactivo que se unen al DNA y se representa en una gráfica respecto 
al número de ciclos de amplificación y relacionando estos datos con los 









I. ESTUDIO DESCRIPTIVO 
Las pacientes pertenecientes al estudio completaron un tamaño muestral de 35 
casos con una mediana de edad de 32 años en el momento de la cesárea. Se 
consiguió la recogida de sangre de 35 cordones umbilicales y 35 buffy coats de 
sangre periférica de adulto y 35 muestras de sangre de gestantes a término. 
Se realizó la inmunofenotipación de las tres subpoblaciones de células madre 
hematopoyéticas (CD133+/CD34+, CD133+/CD34-, CD133-/CD34+). Se 
confirmó la presencia de HLA-G y CD1d en aquellas subpoblaciones de células 
madre hematopoyéticas que expresaban CD1a en las muestras de los 
cordones umbilicales, probables precursoras de células dendríticas. Se estudió 
las poblaciones de células dendríticas de cordón y se usó como marcadores 
CD1a, CD209, CD1c (marcador de células dendríticas mieloides), CD303 
(marcador de células dendríticas plasmocitoides) y CD11c. 
Se realizó la medida de expresión génica de superficie e intracelular de HLA-G 
y CD1d y la búsqueda de las distintas isoformas de HLA-G tanto en las células 
madre de cordón umbilical y en los subtipos de células dendríticas. Para ello se 
realizó la separación magnética de las distintas subpoblaciones (células madre 





II. ESTUDIO ANALITICO 
II.1 EXPRESION DE PROTEINAS HLA-G EN DIFERENTES SUBTIPOS DE 
CELULAS DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL. 
II.1.1 EXPRESIÓN PROTEICA INTRACELULAR Y SUPERFICIAL DE HLA-G 
EN LAS DISTINTAS SUBPOBLACIONES DE CÉLULAS MADRE CD34+. 
La Tabla 1 muestra la expresión en superficie de la proteína HLA-G en 
subpoblaciones CD34/CD133/CD38 de células madre de cordón umbilical. La 
tabla 2 muestra la expresión intracelular. 
Se confirmó la presencia de HLA-G intracelular y superficial en las tres 
subpoblaciones de células madre CD34 (CD34+/CD133+, CD34+/CD133-, 
CD34-/CD133+), por citometría de flujo. Se observó que existen poblaciones 
CD38 negativas en la subpoblación CD34+/CD133- (n=8) en relación con las 
otras dos (n=2 en CD34+/CD133+ y n=3 en CD34-/CD34+) (Tabla 1 y 2). 
Respecto a la expresión de HLA-G en la superficie, se encuentran en valores 
similares en las tres subpoblaciones, expresándose ligeramente menos en la 
CD34+/CD133+ (más inmadura) entre valores de 4.1 y 36.5 (Tabla 1). Los 
porcentajes son más elevados en la expresion intracelular (12.5-88.1) (Tabla 2) 
lo que indica la presencia de dicha proteína en la célula. 
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Tabla 1. Expresión en superficie de HLA-G en las distintas subpoblaciones CD34/CD133/CD38 de células madre de sangre 
de cordón umbilical. 
MUESTRAS CD34% CD 133% 
CD34+/CD133+ (%) CD34+/CD133- (%) CD34-/CD133+ (%) 






















CUI-13 0.59 0.44 81.0 100 9.39 0 --- 19.0 100 8.1 0 --- 6.7 100 8.9 0 ---
CUI-15 0.53 0.4 87.9 100 8.26 0 --- 12.1 100 9.2 0 --- 22.7 100 21.1 0 ---
CUI-19 0.28 0.19 68.7 100 14.9 0 --- 31.3 71.9 10.3 28.1 0 4.8 75.0 15.0 25.0 0 
CUI-20 0.22 0.15 64.7 100 11.4 0 --- 35.3 84.4 11.1 15.6 0 21.9 100 37.5 0 ---
CUI-21 0.34 0.22 85.8 100 9.0 0 --- 14.2 68.4 10.5 31.6 0 12.2 100 14.9 0 ---
CUI-22 0.4 0.27 82.8 ND 18.2 ND ND 
CUI-23 0.35 0.26 76.6 100 4.1 0 --- 23.4 100 11.9 0 --- 6.3 100 6.45 0 ---
CUI-24 0.66 0.41 76.2 100 36.5 0 --- 23.8 91.8 8.16 8.2 ND 
CUI-27 0.38 0.20 70.0 100 4.48 0 --- 30.0 100 14.63 0 --- 28.85 91.6 20.0 8.4 0 
CUI-28 0.61 0.45 76.5 98.8 4.25 1.2 0 23.5 84.62 10.61 15.38 0 9.5 100 14.4 0 ---
CUI-35 0.42 0.31 79.2 100 5.2 0 --- 20.8 100 7.9 0 --- 6.4 100 6.8 0 ---
CUI-37 0.51 0.39 80.6 100 4.65 0 --- 19.4 83.5 10.2 16.5 0 5.9 100 9.3 0 ---
CUI-41 0.33 0.26 81.7 97.9 4.91 2.1 0 18.3 92.3 8.9 7.7 0 10.1 89.7 19.6 10.3 0 
CUI-42 0.39 0.29 82.0 100 9.3 0 --- 18.0 100 12.4 0 --- 19.2 100 12.8 0 ---
CUI-45 0.46 0.35 74.3 100 6.4 0 --- 25.7 76.3 9.4 23.7 0 5.3 100 14.3 0 ---
ND: No realizado. NV: No valorable. 
Tabla 2. Expresión intracelular de HLA-G en las distintas subpoblaciones CD34/CD133/CD38 de células madre de sangre de 
cordón umbilical 
MUESTRAS CD34% CD133% 
CD34+/CD133+ (%) CD34+/CD133- (%) CD34-/CD133+ (%) 






















CUI-15 0.74 0.54 88.4 100 48.1 0 --- 12.6 100 84.6 0 --- 8.4 100 46.9 0 ---
CUI-21 0.82 0.75 67.1 100 38.4 0 --- 32.9 100 25.0 0 --- 13.0 100 57.1 0 ---
CUI-22 0.74 0.38 76.3 100 61.2 0 --- 23.7 100 35.19 0 --- 18.1 100 18.7 0 ---
CUI-23 0.99 0.89 76.56 100 69.2 0 --- 23.44 100 73.33 0 --- 11.4 100 68.8 0 ---
CUI-24 0.62 0.47 76.19 100 38.1 0 --- 26.76 100 17.54 0 --- 21.96 100 40.4 0 ---
CUI-27 0.32 0.17 71.80 100 52.2 0 --- 28.20 100 36.0 0 --- 26.76 NV 
CUI-28 0.97 0.81 78.50 100 88.1 0 --- 21.5 100 74.81 0 --- 10.31 96.00 74.7 4.0 0 
CUI-35 0.51 0.41 79.8 100 12.5 0 --- 20.2 100 26.7 0 --- 6.9 100 23.5 0 ---
CUI-37 0.62 0.52 81.5 100 34.9 0 --- 18.5 100 36.2 0 --- 13.4 100 19.9 0 ---
CUI-41 0.36 0.28 83.7 100 31.6 0 --- 16.3 100 48.9 0 --- 20.2 100 34.2 0 ---
CUI-42 0.41 0.31 86.1 100 21.3 0 --- 14.0 100 23.4 0 --- 14.9 100 41.5 0 ---
CUI-45 0.48 0.39 79.4 100 17.5 0 --- 20.6 100 15.8 0 --- 13.4 100 29.8 0 ---
ND: No realizado. NV: No valorable. 
___________________________________________________RESULTADOS 
 EXPRESION CD1a 
Dado que las células dendríticas de sangre de cordón umbilical expresan en un 
alto porcentaje el HLA-G, se estudió la presencia de un marcador característico 
de estas células, CD1a, en los distintas subpoblaciones de las células madre 
hematopoyéticas. 
Si consideramos la presencia o ausencia de CD1a en las diferentes 
subpoblaciones de células madre, encontramos que la expresión es elevada, 
sobre todo, en las subpoblaciones CD34+. 
El marcador CD1a se expresó en los distintos subtipos en distintos porcentajes: 
CD133+/CD34+: (7.01-16.1), CD133-/CD34+: (6.8-22.95), CD133+/CD34-: 
(14.7-100), sugiriendo que este último subtipo pudiera tener más implicación en 
la generación de células dendríticas (Tabla 3). 
Se estudió la expresión de HLA-G en la superficie de los tres subtipos de 
células madre hematopoyéticas que además son CD1a positivos. Los valores 
del HLA-G son similares en las tres subpoblaciones pudiendo ir desde 14.6 de 
las células CD1a hasta el 100% (Tabla 3 y Figura 1). Es decir, la expresión del 
HLA-G aparecía en los precursores de las células dendríticas. Las células 



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Los valores de expresión intracelular varían entre el 20 y el 100% de las 
células, con lo que su producción es activa y no se diferencia excesivamente 
entre los distintos subtipos de células madre.(Tabla 4, Figura 1). 
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 EXPRESIÓN CD1d 
El marcador CD1d es una molécula constitutiva de las células madre tanto en 
sangre de cordón umbilical como en sangre periférica. Se determinó la 
expresión de este marcador en las distintas subpoblaciones 
CD34/CD133/CD38/CD1a. 
La expresión de CD1d en la superficie se encuentra distribuida de una manera 
diferencial, de modo que en las dos subpoblaciones CD34+ los valores oscilan 
entre 3.05-33.52%, mientras que en la subpoblación CD133+/CD34- estos 
valores son más elevados (25% al 66.67%) (Tabla 5). Estos datos concuerdan 
con los obtenidos intracelularmente ya que del mismo modo, esta subpoblación 
produce CD1d en mayor número de células (Tabla 6). 
En el caso de las células madre CD34-/CD133+ se encuentran valores de 
expresión de CD1d entre 0 a 82.61%, con un valor medio del 40% en aquellas 
que son CD1a negativas (Tabla 7). Esto indica se que está generando un paso 
intermedio en la ontogenia celular. 
La expresión intracelular de CD1d en las distintas subpoblaciones CD1a 
positivas es muy elevada (Tabla 8). Las células CD34+/CD133- tienen una 
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II.1.2 EXPRESIÓN PROTEICA INTRACELULAR Y SUPERFICIAL DE HLA-G 
EN CÉLULAS DENDRÍTICAS. 
Las células dendríticas son las células presentadoras de antígeno más 
potentes. Existen dos tipos: células mieloides y plasmocitoides. Ambos 
subtipos derivan de las células madre CD34+. 
Se analizó la expresión de CD1c (BDCA1) y CD303 (BDCA2) y, a continuación, 
CD123, CD11c, CD33, CD1a, CD14 y HLA-DR por citometría de flujo, para 
evaluar la pureza de los subconjuntos de células dendríticas inmaduras. En 
cada caso, los datos estaban en concordancia con otros publicados, con una 
pureza media de 96%. 
Como se observa en las Tablas 9 y 10, la expresión de HLA-G en las células 
dendríticas mieloides (CD11c+) y plasmocitoides (CD11c -) que además son 
CD1a+, oscila para la expresión de superficie entre valores de: (54.3 -100) y 
(21.3 - 51.2), respectivamente, e intracelularmente con valores de (61.4 -100) y 
(26.8 - 55.6), es decir, la expresión intracelular mostró un porcentaje más alto. 
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Tabla 9. Expresión en superficie de HLA-G en las distintas subpoblaciones de 
células dendríticas (mieloides y plasmocitoides) de sangre de cordón umbilical. 
MUESTRAS 
CD1a+(CD14-) 
CD11c + (%) CD11c -(%) 
TOTAL 
TOTAL HLA-G TOTAL HLA-G 
CUI- 20 6.8 31.7 100 68.3 100 
CUI- 21 9.6 55.6 100 44.4 51.2 
CUI- 22 7.1 60.8 88.5 39.2 47.3 
CUI- 23 1.7 86.2 57.0 14.8 45.0 
CUI- 28 36.2 99.2 100 0.84 Nv 
CUI- 35 12.4 64.3 72.3 35.7 39.8 
CUI- 37 8.9 71.2 69.8 28.8 49.7 
CUI- 41 6.8 54.6 56.8 35.4 NV 
CUI- 42 21.2 42.6 69.9 57.4 21.3 
CUI- 45 10.5 75.3 54.3 24.7 46.8 
ND: No realizado. NV: No valorable. 
183 
___________________________________________________RESULTADOS 
Tabla 10. Expresión intracelular de HLA-G en las distintas subpoblaciones de 
células dendríticas (mieloides y plasmocitoides) de sangre de cordón umbilical. 
MUESTRAS 
CD1a+(CD14-) 
CD11c + (%) CD11c -(%) 
TOTAL 
TOTAL HLA-G TOTAL HLA-G 
CUI- 22 6.8 90.4 100 9.6 Nv 
CUI- 23 2.4 85.7 77.4 14.3 52.9 
CUI- 28 34.1 84.3 86.3 15.7 46.8 
CUI- 35 16.4 82.5 69.9 27.5 42.3 
CUI- 37 7.8 69.7 76.3 30.3 55.4 
CUI- 41 5.6 59.7 69.8 40.3 38.8 
CUI- 42 18.4 56.7 72.3 43.3 26.8 
CUI- 45 12.4 71.2 61.4 28.8 55.6 
ND: No realizado. NV: No valorable. 
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II.1.3 EXPRESIÓN INTRACELULAR Y SUPERFICIAL DE HLA-G EN 
CÉLULAS DENDRÍTICAS DERIVADAS DE CÉLULAS MADRE 
HEMATOPOYÉTICAS CD34+. 
Se realizó la diferenciación a células dendríticas partiendo de células madre 
hematopoyéticas CD34+, utilizando factores de diferenciación: GM-CSF, TNFα 
y suero autólogo de cordón inactivado. Después de 14 días de cultivo se 
caracterizaron las muestras para los marcadores de células dendríticas, 
confirmando su diferenciación y se midió la presencia de HLA-G en estas 
células. 
Los valores obtenidos son similares a los de las células dendríticas estudiadas 
(Figura 2). Está pendiente ampliar dichos ensayos de diferenciación para 
confirmar estos resultados y diferenciar células dendríticas de monocitos para 
su comparación252 . 
Se determinó la expresión del marcador CD1a mediante citometría de flujo en 
las células dendríticas derivadas en cultivo, encontrándose presente en todos 



















Figura 2. Expresión de HLA-G en células dendríticas derivadas de células 
madre CD34+. 
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II.1.4 HLA-G SOLUBLE EN SUERO DE SANGRE DE CORDÓN UMBILICAL. 
El HLA-G soluble en suero de sangre de cordón umbilical se midió para 
establecer las posibles relaciones entre el inmunofenotipo, ARNm y las 
proteínas resultantes de las isoformas solubles. 
Se obtuvieron 10 sueros de sangre de cordón, 3 pertenecientes a las muestras 
2, 3 y 4 (Tabla 11), con el ARNm de las células mieloides y plasmocitoides 
obtenidos de la misma unidad de sangre de cordón. El resto fue aislado de 
diferentes unidades de sangre de cordón debido a la diferente cantidad de 
sangre obtenida. La pureza de los subconjuntos de las células dendríticas se 
evaluó mediante citometría de flujo según los marcadores y solo aquellos con 
un valor superior al 95% fueron utilizados. 
Tabla 11. Isoformas y cuantificación soluble del HLA-G (IU/ml) en células 
dendríticas mieloides (MDC) y plasmocitoides (PDC) de la misma muestra de 
sangre de cordón umbilical. 
Muestra simple MDC PDC HLA-G soluble 
01 G1,G5 G1 NT 
02 G1,G5 G1 45.02 
03 G1 G1,G2,G5 19.7 
04 G1,G5 G1,G2,G5,G6 114.15 
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Las subpoblaciones dendríticas mieloides y plasmocitoides expresan isoformas 
G1 y G5. En la muestra 4 se expresa G5 en ambas subpoblaciones, siendo los 
valores mas altos de HLA-G (114,15 UI/ml) que en la muestra 2, que solo 
expresa G5 las células mieloides (45,02 UI/ml), y en la muestra 3, que solo la 
isoforma G5 se expresa en las células plasmocitoides (19,7 UI/ ml). 
De las 13 muestras de células dendríticas aisladas, todas mostraron G1, 9 
presentaban G5, 2 exhibían G2 y 2 exhibían G7. El HLA-G1 y G5 se 
encontraron en 6 de 13 mieloides; 2 fueron G1, G2 y G5; 3 eran solo G1 y 1 era 
G1, G5 y G7. 
De las 11 muestras de células plasmocitoides, todas mostraron G1; 3 
presentaban G5; 4 exhibían G2 y 2 presentaban G6. 
En la Tabla 12 vemos las distintas isoformas HLA-G solubles en células 
mieloides y plasmocitoides obtenidas de diferentes unidades de sangre de 
cordón. En las muestras 9,11 y 15 (87,8-101,1 UI/ml), ambos subtipos 
presentan isoformas G5. En las muestras 6 y 18 (49,5-53,1 UI/ml) se expresa 
G5 solo en las células dendríticas, y en las muestras 7 y 17 (9,7-2,3 UI/ml), solo 
una baja expresión de G1 y falta la expresión de G5 en ambos isotipos 
celulares. Podría ser necesario aumentar el número de muestras para 
confirmar estos resultados. 
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Tabla 12. Isoformas de HLA-G y cuantificación soluble (IU/ml) en células 
dendríticas mieloides (MDC) y células dendríticas plasmocitoides (PDC) de 









05 G1,G2,G5 NT 14 G1 NT 
06 G1,G5 49.5 15 G1,G2,G5, G6 101.1 
07 G1 9.7 16 G1,G2 NT 
08 G1,G7 NT 17 G1 2.3 
09 G1,G5,G7 87.9 18 G1 53.1 
10 G1,G2,G5 NT 19 G1 NT 
11 G1,G5 87.8 20 G1 NT 
12 G1,G5 NT 
13 G1 NT 
II.2 EXPRESIÓN DE LAS DISTINTAS ISOFORMAS DE HLA-G EN SANGRE 
DE CORDÓN UMBILICAL. 
La Figura 3 señala la expresión génica de las isoformas G1 y G5 en células 
madre CD34+, en células dendríticas y en las células dendríticas derivadas de 
células madre del cordón umbilical en el laboratorio. 
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Figura 3. Expresión génica de G1 y G5 en células madre CD34+, células 
dendríticas y células dendríticas derivadas de células CD34+ de cordón 
umbilical. 
II.2.1 EXPRESIÓN DE ISOFORMAS HLA-G EN CÉLULAS MADRE CD34+ 
Se aislaron células madre CD34+ por separación inmunomagnética, 
determinando el mRNA total de estas células y retrotranscripción (RT-PCR) con 
amplificación específica con los primers específicos de HLA-G. 
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Se observó la presencia de mRNA de HLA-G en células madre 
hematopoyéticas CD34+, aislando varias isoformas de esta molécula tanto en 
la superficie (G1) como en forma soluble (G5) (Figura 3). 
II.2.2 EXPRESIÓN DE ISOFORMAS HLA-G EN CÉLULAS DENDRÍTICAS. 
Se aislaron células dendríticas totales por separación inmunomagnética, con el 
proceso de retrotranscripción (RT-PCR) y amplificación específica con los 
primers específicos de HLA-G. 
Se observó la presencia de mRNA de HLA-G en las células dendríticas. Existen 
varias isoformas de esta molécula tanto en superficie como en forma soluble. 
Se aisló las isoformas G1 que es la más completa y de superficie y la isoforma 
G5 que es la soluble. 
Las isoformas de mRNA HLA-G G1 y G5 se encontraron en 7 de cada 10 
células mieloides estudiadas, mientras que la isoforma G1 fué detectada en 3 
células mieloides. En contraste, en las células plasmocitoides, las isoformas 
G1/G5 fueron encontradas en 3 de las 9 muestras analizadas y las otras 6 
mostraron en subtipo G1. (Figura 3). 
La Tabla 13 muestra la expresión de la proteína HLA-G en la superficie celular 
e intracelular en células dendríticas mieloides (MDC) y plasmocitoides (PDC) 
de sangre de cordón umbilical. 
191 
___________________________________________________RESULTADOS 
Todas las células dendríticas mieloides analizadas (n=10) expresan HLA-G en 
la superficie celular en un porcentaje de 64.56 +/- 6.96%, con un rango entre 
54,3 a 71,6%. La expresión intracelular es más alta que en la superficie (73.15 
+/- 7.22%) con un intervalo entre 86,3 a 61,4%. La expresión en la superficie de 
HLA-G fue aislada en todas las dendríticas plasmocitoides (n=8) con valores de 
43.68 +/- 9.67% y una expresión entre 21,3 a 51,2%, mientras que la expresión 
intracelular (n=7) fue de 43.9 +/- 9.1% (Tabla 13). Es decir, la expresión 
intracelular fue mayor que la expresión en la superficie en la mayoría de las 
dendríticas, mientras que la mayoría de las plastocitoides tuvieron valores 
similares. 
Tabla 13. Expresión intracelular y de superficie de HLA-G en células 
dendríticas mieloides (MDC) y plasmocitoides (PDC). 
Marcadores CD 
CD1a+ (CD14-) 
Total Cd11c+(%)(MDC) Cd11c-(%)(PDC) 






1.7 – 36.2 
64.6 +/- 18.9 
31.7 – 99.2 
64.5 +/- 6.9 
54.3 – 71.6 
34.9 +/- 18.5 
0.8 – 68.3 
43.7 +/- 9.7 






2.4 – 34.1 
75 +/- 1.8 
56.7 – 90.4 
73.2 +/- 7.2 
61.4 – 86.3 
26.2 +/- 11.4 
9.6 – 43.3 
43.9 +/- 9.1 




II.2.3 EXPRESIÓN DE ISOFORMAS HLA-G EN CÉLULAS DENDRÍTICAS 
GENERADAS EN EL LABORATORIO A PARTIR DE CÉLULAS CD34+. 
La expresión de HLA-G en la superficie celular fue inducida en todos los casos 
de células dendríticas derivadas en cultivo a partir de células madre CD34+. 
Las isoformas G1 y G5 se encontraron en 2 de las 3 células dendríticas 
generadas, mientras que G1 solo se encontró en una célula (Figura 3). El nivel 
de expresión fue de 88,10% +/- 9,28% y oscila entre 79,6 a 98% de células 
positivas. 
II.3 DESCRIPCION DE NUEVOS ALELOS HLA-G. 
El locus del HLA-G presenta 16 proteínas diferentes y 49 alelos de DNA, lo que 
sugiere una presión evolutiva para mantener el polimorfismo bajo en proteínas. 
Se estudiaron 32 muestras de sangre de cordón umbilical. El ADN total fue 
extraído utilizando el Mini Kit (Qiagen, Crawley, Reino Unido) de acuerdo con 
las instrucciones del fabricante y los productos HLA-G de la PCR y los 
plásmidos fueron secuenciados utilizando los mismos cebadores de 
amplificación específicos y purificados usando metodología ExoSAP-IT® (USB 




Figura 4. Diagrama que muestra la localización de los primers utilizados para 
la secuenciación de los alelos HLA-G. 
- Un nuevo alelo HLA-G* 01010302 difiere de G*01010301 por un cambio 
de nucleótido en el intrón 5. 
Un nuevo alelo HLA-G258 ha sido descrito en la población caucásica española 
tipificada en sangre del cordón umbilical como HLA-A*11, *34, HLA-B*15, *40, 
DRB1*15, *15, HLA-G*01010301, 01010302. 
Los resultados muestran dos secuencias genómicas diferentes nombradas 
como HLA-G*01010301 (previamente HLA-G*010103) y una nueva secuencia 
llamada G*01010302 con un simple nucleótido cambiado en la posición 2519 
(A→G) en el intrón 5 respecto al alelo *01010301. 
Esta posición presenta un sistema dual A/G que divide los alelos HLA-G * en 
dos grupos diferentes: 
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1.- El nucleótido A: 01010101-01010105, 010106, 010109, 010112, 0103. 
2.- El nucleótido G: G*01010201, G*01010202, 01010301, G*010401, G* 
010404, 0105N, 0106, 0107. 
El nuevo alelo HLA-G*01010302 ha sido probablemente generado por 
evolución convergente más que por una mutación puntual al azar y difiere del 
alelo G* 01010301 por un cambio del nucleótido en el intrón 5. 
- Nuevo alelo HLA-G*01010106 por cambios en el intrón 2. 
Otro alelo HLA-G ha sido descrito en la población caucásica española tipificada 
como HLA-A*02, 0103; HLA-B*57, 57; HLA-G*01010101, 01010106. Este alelo 
es idéntico al HLA-G*01010105 a excepción de tres cambios de nucleótidos 
(posiciones: 482 T→C, 494 A→C y 531 G→C) y una inserción en el intrón 2 (C 
en posición 506). Estos cuatro nucleótidos son característicos del HLA-G* 
01010201/02, *010109, *010401, *010404, *0105N, *0106 y *0107. Un evento 
de conversión génica en algunos alelos de esta secuencia de HLA-G* 
01010105 podría haber generado el nuevo alelo HLA-G*01010106. 
- Nuevo alelo HLA-G* 01:03:01:02 difiere de G*01:03:01:01 por una posible 
inversión en el intrón 3. 
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El nuevo alelo HLA-G257 ha sido descrito en la sangre del cordón umbilical de la 
población caucásica española: 
1º tipado: HLA-A*25,*33; HLA-B*14,*15; DRB1*01,*07; HLA-G*01:03:01:02, 
01:01:02:01. 
2º tipado: HLA-A*01,*02; HLA-B*08,*41; DRB1*04,*13; HLA-G*01:03:01:02, 
*01:06. 
Los resultados mostraron una nueva secuencia llamada G*01:03:01:02 con dos 
cambios en las posiciones 1313 (G→A) y 1314 (A→G) en el intrón 3 con 
respecto al alelo G*01:03:01. 
El cambio en la posición 1313 no se describe anteriormente en cualquier alelo 
HLA-G*, mientras que en la posición 1314 hay un sistema dual A/G dividiendo 
el HLA-G en dos grupos diferentes: 
1.- El nucleótido A: G*01:01:02:01, G*01:01:02:02, G*01:01:03:01, G* 
01:01:03:02, G*01:01:05, G*01:01:06, G*01:03, G*1:04:01, G*1:04:03, G* 
01:04:04 , G*01:05N , G*01:06, G*01:07, G*01:08 y G*01:01:20. 
2.- El nucleótido G: G*01:01:01:01 - 01:01:01:06, G*01:01:08, G*01:01:09, 
G* 01:01:12, G*01:03:01. 
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La secuencia A/G en las posiciones 1313/1314 no está presente en ninguna 
molécula HLA clásica (-A, -B, -C) o no clásica (- E, -F), descartando la 
posibilidad de conversión génica o la evolución convergente como un 
mecanismo para generar este alelo. Este hecho apoya la hipótesis de una 
mutación de punto doble o más probablemente una inversión en las posiciones 
(GA → AG). 
- Un nuevo alelo, HLA-G * 010120, es generado por recombinación entre 
los HLA-G*01010101/02 y HLA-G*01010201. 
Se describe un nuevo alelo HLA-G260 como A*01, B*08, DRB1*03; 
G*010120, G*010404. La secuencia de este nuevo alelo es idéntica a la del 
grupo asesor *01010101/02 hasta la posición 705 (exón 3) y de la posición 706 
(C→T), por lo que un evento de recombinación entre estos 
dos alelos podrían haber generado el nuevo alelo HLA-G*010120. 
Los nombres de HLA-G*01010301 (HWS10006249 - FJ805838) y HLA-G* 
01010302 (HWS10006250 - FJ805839) fueron asignados oficialmente por el 
Comité de Nomenclatura de la Organización Mundial de la Salud en marzo de 
1994 y mayo de 2009, respectivamente. El nombre de HLA-G*01010106 
(HWS10005827 - FJ449755) fue asignado oficialmente por el Comité de 
Nomenclatura de la OMS en enero de 2009. El nombre de HLA-G*01:03:01:02 
(HWS10012282 - HQ831444) ha sido asignado oficialmente por el Comité de 
Nomenclatura de la OMS en enero de 2011. El nombre de HLA-G*010120 
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(HWS10006896-GU070-582) fue asignado oficialmente por la Organización 
Mundial de la Salud y el Comité de Nomenclatura en octubre de 2009240 . Todo 
sigue la política del Informe de Nomenclatura, en la cual los nombres serán 
asignados a nuevas secuencias a medida que se identifican. 
II.4 CORRELACION DE LOS POLIMORFIRMOS 14bp INDEL CON LOS 
ALELOS HLA-G 
Se realizó secuenciación genómica de 32 muestras de sangre de cordón 
umbilical y 16 muestras de sangre materna periférica, tras aprobación del 
Comité de Ética del Hospital Clínico San Carlos. El HLA-G se obtiene por 
amplificación del PCR, que comprende una región de 3514 pares de bases 
(región 5'UT parcial, todos los intrones y exones y regiones 3'UT parcial, 
incluyendo 14 bp inserción/deleción). 
II.4.1 FILOGENIA HLA-G 
Una secuenciación y estudio filogenético incluyendo intrones, exones y 14bp 
INDEL permite buscar el posible mecanismo evolutivo en la generación de los 
polimorfismos HLA-G256 . 
Se obtuvieron 16 diferentes alelos HLA-G. De estos, 9 eran secuencias de 
intrones y exones: HLA-G*01:01:01:01, *01:01:01:02, *01:01:01:05, 
*01:01:02:01, *01:01:03:01, *01:04:01, *01:04:04, *01:06 y *01:03; 4 eran 
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secuencias de exones: HLA-G*01:01:05, *01:01:08, *01:04:03 y *01:08; 3 eran 
nuevos alelos HLA-G*01:01:01:06, *01:01:03:02 y *01:01:20. 
La secuencia completa de nucleótidos se analizó y se comparó con el resto de 
los alelos HLA-G. El número total de nucleótidos con variabilidad fueron de 74, 
y de ellos 37 estaban situados en los exones (13 con cambios no sinónimos) y 
37 en intrones. Se observan tres patrones de secuencias comunes 
definiéndolos como la vía de evolución o linajes 1,2 y 3, y otros 4 menores (solo 
un alelo)248 . 
Esto linajes se basan en los nucleótidos característicos comunes en 
determinadas posiciones de la secuencia de intrones247 . Dos mecanismos 
están basados en la generación de los linajes (intrones): la conversión génica y 
la evolución convergente, siguiendo patrones específicos (Figura 5). 
- Linaje 1: estos grupos de linaje son alelos G*01:01:01:01-06, *01:01:08 y 
*01:01:09. Hay 8 posiciones con nucleótidos específicos de linaje: T-147, T-
482, A-494, T-1019, T-1314, A-1552, A-2074, G-2084. Todos los alelos 
secuenciados con el polimorfismo 14bp mostraron la presencia de la deleción 
que confirma la homogeneidad de este linaje. El resto de los alelos, excepto el 
*01:04:01, pertenecen al promotor linaje 1. Este linaje se podría dividir en dos 
grupos basados en la presencia de un nucleótido C o T en la posición 1147 del 
intrón 3. Uno de ellos está formado por los alelos *01:01:01:01-02 y el otro 
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grupo por los alelos *01:01:01:03-06, y *01:01:08, 01:01:09, por mecanismos 
de conversión génica y evolución convergente. 
- Linaje 2: este linaje está compuesto por los alelos G*01:01:02:01-02, 
*01:05N, *01:06, *01:01:12, *01:08, *01:01:03:01-02, *01:01:05, *1:07, 
*01:04:01 y *01:01:04:03-04, con 16 posiciones con nucleótidos específicos de 
linaje: A-201, C-505b, C-531, A-615, A- 685, C-1064, G-1217, A-1365, C-1932, 
C-2161, C-2278, T-2312, G-2330, A-2418 y G-2599 . 
Teniendo en cuenta los alelos de los polimorfismos 14 bp, los intrones y 
exones, se consideran dos sublinajes: 
Sublinaje 2A: comprende los alelos HLA-G*01:01:02:01-02, *01:05N, *01:06, 
*01:01:12, *01:08, *01:01:03:01-02 y *01:01:05. Se caracterizan por la 
presencia de C/T en la posición 706, A/T en la posición 748 y C en la posición 
755, ausencia de la supresión 14bp (en los alelos secuenciados) y los alelos 
pertenecen al linaje 2. Estos alelos se han generado por mutación puntual. 
Sublinaje 2B: pertenecen los alelos HLA-G*01:07, *01:04:01, *01:04:03, 
*01:04:04 y se caracterizan por la presencia de C en la posición 706, A en la 
posición 748 y A en posición 755, presencia de la supresión 14 bp (en los 
alelos secuenciados) y los alelos descritos pertenecen al linaje 1. Estos alelos 




- Linaje 3: este linaje contiene los alelos HLA-G*1:03 y *01:01:06 con 6 
posiciones de nucleótidos específicos de linaje: T-485, A-507, T-644, T- 1054, 
C-1534, y T-1590. Los alelos se generan a partir de mecanismos de eventos de 
conversión génica y evolución convergente. Se caracterizan por la ausencia del 
polimorfismo 14 bp supresión (en los alelos secuenciados) y con alelos 
descritos del linaje 2. 
Los alelos con intrones no secuenciados del linaje 1 serían HLA-G*01:01:11, 
*01:01:15, *01:02, *01:10 y *1:01:04. Del linaje 2A serían *01:01:07, *01:01:14, 
*01:01:16-19, *01:09, *01:01:13, *01:13N y *01:16 y del linaje 2B serían 
*01:04:05, *01:15 y *01:11. Esta hipótesis podría ser confirmada secuenciando 
los intrones y el 14bp inserción/deleción. 
- Otros linajes o grupos evolutivos: hay varios alelos (HLA-G*01:14, *01:12, 
*1:04:02 y *1:01:20) que no siguen los patrones de los linajes comentados pero 
tienen una composición específica, incluso en la ausencia de secuencias de 
intrones. Estos alelos podrían considerarse pertenecientes a los linajes 
menores o recién establecidos pero se generan a partir de los tres linajes 
principales. 
- G*01:14: los exones 2 y 4 de este alelo vienen del linaje 2, y comparte el 
nucleótido T en la posición 1799 (exón 4) de los alelos *1:16 y *1:06; y el exón 
3 del linaje 1. El mecanismo para generar este alelo podría ser un evento de 
conversión génica incluyendo el exón 2 completo donde el alelo donante sería 
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algunos de los del linaje 1 y el receptor podría ser uno de los dos alelos 
mencionados anteriormente. 
- HLA-G*01:12: el exón 2 pertenece al linaje 2, y los exones 3 y 4 al linaje 1, 
por lo tanto, este alelo podría haber sido generado por un evento de 
recombinación entre los dos alelos de cada linaje que implica el intrón 2 como 
una región de reticulación. 
- HLA-G*01:04:02: el exón 2 y 3 con los alelos del linaje 2 y el exón 4 con los 
alelos del linaje 3, por lo tanto, un evento de recombinación entre alelos de 
ambos linajes podrían establecerse como un mecanismo evolutivo para originar 
este alelo. 
- HLA-G*01:01:20: este alelo se ha descrito con la secuencia completa, por lo 
tanto, su generación es clara y está formado por un evento de recombinación 
en el que las regiones 5'UT, el exón 1, intrón 1, el exón 2 y el intrón 2 se 
comparten con los de G*01:01:01:01-02, y la secuencia desde el exón 3 hasta 















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































I. EXPRESIÓN DE HLA-G EN CÉLULAS MADRE CD34+ 
En cuanto a la expresión de HLA-G en células madre CD34+, se deduce que el 
marcador CD38+, que aparece en estadios más maduros de la célula madre 
hematopoyética, se encuentra ausente en la población CD34+/CD133-, dando 
una posible confirmación a la teoría de que el marcador CD34+ sería reflejo de 
una célula madre más inmadura. Se expresa menos HLA-G en las células 
CD34+/CD133+ ya que es una célula más primitiva. 
La molécula CD133+ parece caracterizar precursores hematopoyéticos más 
inmaduros o primitivos. Podría ser una alternativa a CD34+ respecto a la 
selección de células madre y su expansión. 
Los porcentajes de HLA-G son más elevados en la expresión intracelular de las 
células madre CD34+, lo que indica la presencia de dicha proteína en el interior 
de la célula y una producción activa. Es probable la presencia de las isoformas 
G1 y G5 intracelularmente, ya que en la superficie sólo se puede detectar G1. 
Respecto a la expresión de HLA-G en la superficie de los tres subtipos de 
células madre hematopoyéticas que además son CD1a positivos, se confirma 
que va asociada con la expresión de CD1a, de modo que aquellas células 




II. EXPRESIÓN DE HLA-G EN CÉLULAS DENDRÍTICAS 
Las células dendríticas son las células presentadoras de antígeno más 
potentes, con una capacidad única de inducir una respuesta inmune primaria y 
son responsables de presentar antígenos a las NK y linfocitos T CD8+ 
citotóxicos. Constituyen una población heterogénea de células 
hematopoyéticas con dos tipos: células mieloides y plasmacitoides. 
Ambos subtipos derivan de las células madre CD34+ en función de dos vías de 
diferenciación. La mieloide se diferencia al linaje monocitos-macrófagos y 
requieren la presencia del factor estimulante de colonias de granulocitos (GM-
CSF). Las células plasmacitoides están presentes en sangre periférica 
humana, en los tejidos linfoides y corresponden al linaje CD11c, CD4+ y 
CD45RA. Son positivas para CD303 (BDCA2) y CD304 (BDCA4). 
Los resultados obtenidos nos indican las diferencias entre las subpoblaciones 
de células dendríticas mieloides y plasmacitoides y la expresión de HLA-G. Se 
definió la presencia de HLA-G pero en asociación a la expresión del marcador 
CD1a. La isoforma G5 soluble podría ser más importante de manera funcional 
en las células mieloides que en las plasmacitoides. La expresión intracelular de 
HLA-G fue mayor que en la superficie de la mayoría de las células mieloides, 
mientras que en las células plasmacitoides era similar la expresión intracelular 
y de superficie. Los isotipos G2, G6 y G7 confieren un rol en condiciones 




La mayoría de las células mieloides expresan G1 y G5, mientras que las 
células plasmacitoides expresan principalmente G1. Esto explica la diferencia 
de expresión en la superficie celular e intracelular de HLA-G, ya que el 
anticuerpo monoclonal utilizado reconoce solo isoformas G1 en la superficie y 
G5 intracelular. Las isoformas G2, G3 y G4 se producen intracelularmente, se 
secuestran en el retículo endoplasmático y no se expresa en la superficie. Esta 
expresión diferencial del HLA-G en células mieloides y plasmacitoides de 
sangre de cordón umbilical contribuye a la idea de que los dos subtipos de 
células dendríticas tienen funciones y fenotipos distintos. 
El comportamiento del sistema inmune en sangre periférica de adulto y en 
cordón umbilical es diferente. Las células dendríticas de sangre periférica de 
adulto presenta una débil actividad transcripcional HLA-G en mieloides y 
plasmacitoides y no hay expresión en la superficie celular de ningún isotipo de 
HLA-G, cualquiera que sea su maduración en la sangre periférica. Permiten la 
defensa contra antígenos externos, iniciando la respuesta inmune con la 
activación de las células T. Las células dendríticas del cordón muestran una 
baja capacidad aloestimuladora, y puede ser debido a la alta expresión de 
HLA-G, induciendo tolerancia, para impedir los fenómenos de rechazo 
materno-fetal. 
El transplante de células madre del cordón umbilical presenta una menor 
incidencia y severidad de la enfermedad de injerto contra huésped. Ocurre por 




de isoformas HLA-G expresados por las células madre CD34+ y las células 
dendríticas. El HLA-G inhibe la capacidad de respuesta alogénica en la 
proliferación de células T y NK y depende de las citoquinas del medio 
ambiente, por lo que se puede modificar la expresión de estas células. 
Podemos inducir la presencia de HLA-G en células dendríticas de sangre de 
cordón con la administración de citoquinas, como la IL-10. Esta característica 
podría ser aplicada en inmunoterapia celular, en patologías que requieran una 
respuesta inmune controlada. 
III. EXPRESIÓN DE HLA-G EN CÉLULAS DENDRÍTICAS DERIVADAS DE 
CÉLULAS CD34+. 
Se consiguió la diferenciación “in vitro” de células madre CD34+ de sangre de 
cordón umbilical a células dendríticas siendo éstas de fenotipo mieloide, con 
alta expresión del marcador CD1a+ y con expresión en superficie e intracelular 
de HLA-G. 
Esto contrasta con lo descrito utilizando células madre CD34+ de sangre 
periférica de adulto, ya que la expresión de ambos marcadores es menor. 
Estos resultados muestran la posibilidad de obtener células dendríticas con una 
alta expresión de HLA-G en la superficie con las principales isoformas 
funcionales, G1 y G5, más que el obtenido para las células dendríticas 




Se encontró una expresión diferencial de CD1d en la subpoblación de células 
madre CD34-/CD133+ respecto a los demás grupos y una expresión de CD1a 
en las que expresaban a su vez HLA-G. Estos marcadores se han definido por 
primera vez en estas poblaciones y serán objeto de estudios posteriores. 
La molécula CD1d es un miembro de la familia CD1 de la β2-microglobulina. Su 
expresión es elevada, sobretodo en subpoblaciones CD34+ y en las células 
dendríticas derivadas de células madre que son células presentadoras de 
antígeno. Las células dendríticas presentan el CD1d a las células NK para 
producir grandes cantidades de INFγ (activación) e IL-4 (inhibición) en 
presencia de IL-12, sugiriendo una función reguladora en las primeras fases de 
la respuesta inmune y polarizando la respuesta inmune vía TH1 y TH2. 
En el caso de las células madre CD34-/CD133+ se encuentran valores 
elevados de expresión de CD1d. Esto podría indicar que se está generando un 
posible subtipo de células dendríticas o un paso intermedio en la ontogenia de 
algún determinado subtipo de estas células. La presencia de CD14+ y CD11c+ 
indica un estado inmaduro y podría corresponder con la línea de derivación de 
los monocitos. 
La expresión intracelular de CD1d en las distintas subpoblaciones CD1a+ es 
muy elevada. Las células CD34+/CD133- tienen una expresión intracelular muy 
pequeña indicando una producción muy baja. Esto podría ser explicado por una 




IV. DISTRIBUCIÓN DE DISTINTAS ISOFORMAS DE HLA-G. 
HLA-G es una molécula clase I no clásica (clase Ib) del complejo mayor de 
histocompatibilidad humano que adopta 7 isoformas, resultado del empalme 
alternativo de un mismo mRNA inmaduro. Cuatro isoformas se encuentran 
ligadas a la membrana (HLA G1, G2, G3, G4), y las otras tres formas son 
solubles (HLA G5, G6, G7). Esta molécula presenta un limitado polimorfismo y 
baja restricción de la expresión en la superficie celular. 
La sangre de cordón umbilical tiene un comportamiento inmune diferente que la 
sangre periférica de adulto. Existe un menor efecto de la enfermedad injerto 
contra huésped en sangre de cordón ya que la sangre periférica de adulto 
presenta un patrón limitado de isoformas HLA-G. 
La distribución de las distintas isoformas de HLA-G señala las diferencias entre 
las subpoblaciones de células dendríticas mieloides y plasmacitoides y reflejan 
una funcionalidad diferente en los dos grupos. 
En este trabajo se determinó el patrón de expresión de los distintos transcritos 
de HLA-G en células madre hematopoyéticas (G1 y G5), en células dendríticas 





La mayoría de las células mieloides expresan isoformas HLA-G1 y G5, 
mientras que las células plasmacitoides expresan G1. Sólo las isoformas HLA-
G (G1 y G5) se utilizaron para el análisis de citometría de flujo. El resto de las 
isoformas no pudieron ser detectadas ya que el HLA-G2, G3, y G4 se produce 
intracelularmente, son secuestradas en el retículo endoplásmico y no llegan a 
la superficie de la célula. Esas isoformas podrían conferir un papel importante 
para la inmunotolerancia materno-fetal. 
La isoforma G7 se informa por primera vez en las células dendríticas mieloides 
de sangre de cordón y no en la muestra de células plasmacitoides. La 
transcripción de esta isoforma se había detectado previamente a niveles 
elevados en el trofoblasto en el primer trimestre, la placenta a término, la 
membrana amniótica y el timo, estando ausente en hígado fetal. Esto indica 
una posible función en la tolerancia materno-fetal. 
La isoforma G2 se aisló tanto en células mieloides como en plasmacitoides, 
mientras que la G6 solo se encontró en células plasmacitoides. Las proteínas 
G2 y G6 se presentan en el citotrofoblasto extravelloso y la membrana del 
corion. G3 y G4 no estaban presentes en la muestra estudiada. En conclusión, 
HLA-G1 y al menos una isoforma soluble están presentes en las células 
mieloides, y las células plasmocitoides puede presentar un mayor número de 





Los fenotipos de HLA-G están relacionados con una menor incidencia y 
gravedad de la enfermedad injerto contra huésped tras un trasplante. Diversos 
estudios han demostrado la presencia de HLA-G soluble en el injerto y el suero 
de los trasplantados cardíacos que tienen menos fenómenos de 
inmunorechazo y mejor tolerancia del órgano. Además, la expresión de HLA-G 
en células mieloides puede tener una función inmunoreguladora con las células 
NK y células T. 
La expresión de HLA-G (isoformas G1 y G5) fue inducida en todos los casos de 
células dendríticas derivadas en cultivo en el laboratorio. Esto nos permite 
obtener células dendríticas con alta expresión de HLA-G, inclusive mucho 
mayor que las derivadas de células madre CD34+ de sangre periférica del 
adulto. Además su expresión podría ser activada durante los xenotrasplantes 
por citoquinas (IL-10). Estás características pueden ser aplicadas a la 
inmunoterapia celular en patologías donde se necesite una inmunorregulación. 
V. FILOGENIA Y DESCRIPCION DE NUEVOS ALELOS HLA-G 
Se han descrito 3 nuevos alelos HLA-G que han sido generados por 
mecanismos de evolución convergente, conversión génica y mutaciones 
puntuales. El gran polimorfismo se genera por la función de estas proteínas en 
la creación de un repertorio más amplio en la respuesta inmune. 
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Estos alelos confirman que las fuerzas evolutivas para generar el polimorfismo 
HLA-G se llevan a cabo para evitar nuevas proteínas con mecanismos 
evolutivos específicos. Estos eventos pueden estar relacionados con la función 
de esta molécula como un tolerógeno en el trasplante y el rechazo del feto, 
probablemente a través de las interacciones con los linfocitos NK y T. 
VI. POLIMORFISMO 14bp INDEL Y SU RELACION CON LOS ALELOS 
HLA-G 
Los alelos HLA clase I han generado un gran polimorfismo debido a la función 
de esas proteínas en la creación de un repertorio más amplio en la respuesta 
inmune. Por el contrario, el locus HLA-G no clásico tiene un polimorfismo 
limitado porque su función es tolerogénica, y la evolución funciona para evitar 
cambios (menor número de diferentes proteínas HLA-G) para mantener la 
función inmune. 
Los alelos HLA-G siguen un patrón diferente en la generación de 
polimorfismos, y ocurren por mutaciones puntuales al azar de los exones. Sin 
embargo, el mantenimiento de los polimorfismos podría tener una evolución vía 
específica en función de las regiones no codificantes como los intrones, la 
supresión/inserción de 14bp (exón 8) o las regiones promotoras. 
Se han descrito 3 linajes de alelos HLA-G que se han asociado a la 
presencia/ausencia del fragmento de 14bp de la región 3ÚT. Los alelos 
secuenciados del polimorfismo 14bp inserción/deleción están fuertemente 
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vinculados al linaje 1. La ausencia del 14 bp se relaciona con el linaje 2. 
Además, el linaje 1 y 2B siempre se asocia con la presencia de la supresión 
14bp y el linaje 2 y 3 con la ausencia de la supresión 14bp. La secuenciación 
de estas regiones en el resto de los alelos HLA-G podría ser necesaria para 
establecer la evolución de los alelos HLA-G en los seres humanos. 
El estudio del polimorfismo en las regiones HLA-G no codificantes es muy 
informativo para la realización de análisis evolutivos y para explicar la actividad 
y la presencia de diferentes isoformas de HLA-G y sus niveles como se indican 
por las regiones promotoras y los polimorfismos inserción/deleción 14bp. El 
polimorfismo 14bp INDEL en la región 3'UT influye en la estabilidad del ARNm. 
La mayoría de los cambios de los nucleótidos parece ser generada 
principalmente mediante conversión génica y/o evolución convergente en los 
intrones que mantienen sustituciones duales en las posiciones 
correspondientes a preservar los linajes evolutivos. Otros alelos sólo se han 
generado en el extremo de la vía evolutiva por mutaciones puntuales aleatorias 
en los exones que producen cambios no productivos, pequeños cambios en la 
estructura proteica y alelos nulos. Las proteínas resultantes tienen una 
estructura muy conservadora en relación a los alelos HLA-G clase I clásicos, 
para su función tolerogénica. Estos estudios sobre la estructura genética de 




Serán necesarios más estudios sobre los alelos polimórficos de HLA-G en 
diferentes poblaciones o áreas geográficas determinadas, con el fin de formular 
la hipótesis del origen de los linajes descritos. 
VII. APLICACIONES EN INMUNOTERAPIA CELULAR 
Se han encontrado características especiales en las células madre 
hematopoyéticas (expresión de moléculas HLA-G y CD1d), células dendríticas 
mieloides y plasmacitoides (expresión diferencial de HLA-G), en las células 
CD34-/CD133+ (elevada expresión de CD1d) y en la sobreexpresión de CD1d 
en células dendríticas derivadas de monocitos utilizando suero autólogo de 
sangre de cordón umbilical. Estas características, en todos los casos, son 
específicas de la sangre de cordón umbilical y no en sangre periférica de 
adultos. Esto indica la presencia de dos moléculas implicadas directamente en 
la regulación de la respuesta inmune (HLA-G, inhibición de la respuesta NK y 
CD1d, regulación vía NKT). 
Las células dendríticas del cordón umbilical expresan HLA-G que permiten 
defender al feto del ataque de las células NK y linfocitos T citotóxicos. Además, 
las células mieloides y los macrófagos expresan moléculas HLA-G en 
enfermedades tumorales, inflamatorias, células infectadas por virus y tejidos 
trasplantados. Estas características se pueden aplicar a la inmunoterapia 
celular en patologías donde es necesaria la inmunorregulación, para mejorar la 




entendimiento de la aparición del HLA-G en tumores estromales y las 
implicaciones de su expresión. 
Los alelos HLA-G y los niveles de expresión de las proteínas y ARNm se 
asocian con algunas patologías de la gestación, tales como las infecciones 
intrauterinas, la preclampsia, los abortos de repetición y los fallos de 
implantación en reproducción asistida. Además se expresa patológicamente en 
tejidos trasplantados, tumores, inflamaciones e infecciones virales. Los 
estudios van dirigidos a controlar mejor las interacciones HLA-G/NK en la 
inducción de un estado de tolerancia inmunitaria. 
La utilidad práctica se basa en todas las aplicaciones que se pueden obtener 
de la modulación de la respuesta inmune como la terapia celular en 
enfermedades de carácter autoinmune, hipersensibilidad, coadyuvante de 
vacunas, tratamiento de rechazo de trasplantes, procesos neoplásicos, en 
general, el campo de las futuras terapias es muy amplio. Por otra parte, la 
utilización de células madre de cordón es mayor debido a su plasticidad y 
potencialidad que la de médula ósea y de sangre periférica. Además, utilizaría 
un tejido que es base de los bancos de donación y cuya compatibilidad no 
necesita ser tan absoluta. 
Por otra parte, el número de las células madres es uno de los factores 
limitantes de los bancos de sangre de cordón umbilical ya que actualmente es 




trasplante se corresponde con el de Kg. del receptor) y además, una vez usado 
es irrecuperable. La expansión de este tipo de células aumentaría las 
posibilidades de poder utilizar el mismo donante tanto para adultos como para 
distintos receptores de un mismo tipo. 
Se sigue estudiando con ensayos controlados para determinar la importancia 
del HLA-G en caso de la inmunorregulación en el trasplante de sangre de 
cordón. El HLA-G podría ser activado con la utilización de citoquinas (IL-10) 
antes del xenotrasplante, e inducir su máxima expresión para evitar fenómenos 
de rechazo. Por otra parte, existen tumores que expresan HLA-G, lo que 
permite a los mismos escapar del sistema inmunitario. Disminuyendo su 
expresión con hormonas o anticuerpos se podría favorecer la respuesta 
antitumoral y limitar la proliferación maligna. 
Más allá de los conocimientos actuales sobre las funciones de la 
inmunotolerancia del HLA-G, los trabajos deben ir dirigidos sobre la interacción 
con células NK en la inducción de un estado de regulación inmunitaria y lograr 
la forma de modular la expresión del HLA-G. 
Gracias al conocimiento de la inmunología de la gestación es posible llegar a 
entender los procesos de adaptación inmunológicos y desarrollar alternativas 













1.- Se observó la expresión de HLA-G en células dendríticas mieloides y 
plasmacitoides tanto en la superficie como intracelularmente, ésta última en 
mayor porcentaje. Respecto a los tres grupos de células hematopoyéticas de 
sangre de cordón umbilical se definió la presencia de HLA-G pero en 
asociación a la expresión de CD1a. También se encontró la expresión de HLA-
G soluble en la sangre de cordón umbilical. 
2.- Se consiguió la diferenciación “in vitro” de células madre hematopoyéticas y 
monocitos a células dendríticas siendo éstas de fenotipo mieloide y con 
expresión en superficie e intracelular de HLA-G. 
3.- Se determinó el patrón de expresión de los distintos transcritos de HLA-G 
en células madre hematopoyéticas (G1 y G5), en células dendríticas derivadas 
de células madre (G1 y G5) y en células dendríticas (G1, G2, G5, G6 y G7). 
4.- Se han descrito 3 alelos nuevos de HLA-G que han sido generados por 
mecanismos de evolución convergente, conversión génica y mutaciones 
puntuales. 
5.- Se han descrito 3 linajes de alelos HLA-G que se han asociado a la 




6.- Se han encontrado características especiales en las células madre 
hematopoyéticas (expresión de moléculas HLA-G y CD1d), células dendríticas 
mieloides y plasmacitoides (expresión diferencial de HLA-G), en las células 
CD34-/CD133+ (elevada expresión de CD1d) y en la sobre expresión de CD1d 
en células dendríticas derivadas de monocitos utilizando suero autólogo de 
sangre de cordón umbilical. Estas características, en todos los casos, son 
específicas de la sangre de cordón umbilical y no en sangre periférica de 
adultos. Esto indica la presencia de dos moléculas implicadas directamente en 
la regulación de la respuesta inmune (HLA-G, inhibición de la respuesta NK y 
CD1d, regulación vía NKT). 
7.- Se encontró una expresión diferencial de CD1d en la subpoblación de 
células madre CD34-/CD133+ respecto a los demás grupos y una expresión de 
CD1a en las que expresaban a su vez HLA-G. Estos marcadores se han 













(DONACIÓN DE SANGRE PERIFÉRICA DE MADRES 
EMBARAZADAS PARA FINES DE INVESTIGACIÓN) (ANEXO 1) 
La abajo firmante ________________________________________ con 
DNI/Pasaporte número _____________ y en pleno uso de mis facultades psíquicas 
declaro que: 
	 Entiendo que la sangre donada será utilizada para fines exclusivos de 
investigación. 
 Entiendo que la información referente a mí y a mi hijo será codificada y tratada
	
confidencialmente, de manera que queden protegidas nuestras identidades.
	
 Entiendo que cualquier resultado patológico detectado en la analítica me será
	
comunicado por el médico responsable. 
 Entiendo que mi consentimiento no obliga al Hospital a recoger la sangre si se 
considera que las circunstancias no son las adecuadas. 
 Entiendo que en ningún momento se realizará manipulación genética alguna de 
la sangre obtenida (mutación dirigida, clonación, etc...) 
 Doy mi consentimiento porque, en caso de que la sangre recogida no sea la 
adecuada para los objetivos definidos, sea desechada. 
 Entiendo que la donación es altruista, y que no se derivará ninguna 
compensación económica. 
 Tengo la posibilidad de renunciar a este consentimiento hasta la toma de la 
muestra. 
	 Entiendo que la investigación a realizar respeta los principios fundamentales de 
la Declaración de Helsinki, del convenio del Consejo de Europa relativo a los 
derechos humanos y la biomedicina, de la Declaración Universal de la 
UNESCO sobre el genoma humano y los derechos humanos, y del Convenio 
para la protección de los derechos humanos y la dignidad del ser humano con 
respecto a las aplicaciones de la Biología y la Medicina (Convenio de Oviedo 
relativo a los derechos humanos y la biomedicina). Además, se cumplirá la 
legislación vigente y otras normas reguladoras, pertinentes a la investigación 
en materia de ética, experimentación humana o bioseguridad. 
	 He recibido y leído toda la información dada y estoy de acuerdo; he podido 
hacer todas las preguntas que he considerado convenientes y me han aclarado 
todas las dudas. 
En consecuencia, doy mi consentimiento para la donación de sangre con finalidad 
exclusiva en investigación. 
Fdo: _______________________ Fdo: _______________________ 





(DONACIÓN DE SANGRE DE CORDÓN UMBILICAL PARA 
FINES DE INVESTIGACIÓN) (ANEXO 2) 
La abajo firmante ________________________________________ con 
DNI/Pasaporte número _____________ y en pleno uso de mis facultades psíquicas 
declaro que: 
	 Entiendo que la sangre de cordón umbilical donada será utilizada para fines 
exclusivos de investigación. 
 Entiendo que la información referente a mí y a mi hijo será codificada y tratada
	
confidencialmente, de manera que queden protegidas nuestras identidades.
	
 Entiendo que cualquier resultado patológico detectado en la analítica me será
	
comunicado por el médico responsable. 
 Entiendo que mi consentimiento no obliga al Hospital a recoger la sangre del 
cordón umbilical, si se considera que las circunstancias no son las adecuadas. 
 Entiendo que en ningún momento se realizará manipulación genética alguna de 
la sangre obtenida (mutación dirigida, clonación, etc...) 
 Doy mi consentimiento porque, en caso de que la sangre recogida no sea la 
adecuada para los objetivos definidos, sea desechada. 
 Entiendo que la donación es altruista, y que no se derivará ninguna 
compensación económica. 
	 Entiendo que por el presente consentimiento renuncio a tener acceso a las 
células progenitoras de la sangre de cordón umbilical ya que en la mayoría de 
los casos se agotarán en los experimentos correspondientes. 
	 Tengo la posibilidad de renunciar a este consentimiento hasta el nacimiento de 
mi hijo. 
	 Entiendo que la investigación a realizar respeta los principios fundamentales de 
la Declaración de Helsinki, del convenio del Consejo de Europa relativo a los 
derechos humanos y la biomedicina, de la Declaración Universal de la 
UNESCO sobre el genoma humano y los derechos humanos, y del Convenio 
para la protección de los derechos humanos y la dignidad del ser humano con 
respecto a las aplicaciones de la Biología y la Medicina (Convenio de Oviedo 
relativo a los derechos humanos y la biomedicina). Además, se cumplirá la 
legislación vigente y otras normas reguladoras, pertinentes a la investigación 
en materia de ética, experimentación humana o bioseguridad. 
	 He recibido y leído toda la información dada y estoy de acuerdo; he podido 
hacer todas las preguntas que he considerado convenientes y me han aclarado 
todas las dudas. En consecuencia, doy mi consentimiento para la donación de 
sangre del cordón umbilical con finalidad exclusiva en investigación. 




HOJA DE INFORMACIÓN SOBRE LA DONACIÓN DE 
SANGRE DE CORDÓN UMBILICAL PARA FINES DE 
INVESTIGACIÓN (ANEXO 3) 
FINALIDAD DEL PRESENTE ESTUDIO 
Como resultado del esfuerzo de la creación y coordinación de un equipo 
multidisciplinar que incluye las instituciones del Instituto de Salud Carlos III y 
del Hospital Clínico de San Carlos de Madrid, se ha puesto en marcha una 
línea de investigación desde el año 2005 aprobada y financiada por el 
Ministerio de Sanidad (Proyectos CP04/0026; PI05/338 y MPY1180/06) y que 
se continúa en el proyecto titulado: “Modulación de la respuesta inmune 
mediante el uso de células madre y dendríticas de cordón umbilical, sangre 
periférica y eritrocitos nucleados fetales. Su aplicación al trasplante de órgano 
sólido y tejidos” cuyo investigador principal es el Dr. Jorge Martínez Laso, Jefe 
de la Unidad de Inmunoterapia celular del Instituto de Salud Carlos III (Campus 
de Majadahonda, Tfno: 918223715, e-mail: jmlaso@isciii.es) con fondos de la 
Fundación Mutua Madrileña con el objetivo del uso de la sangre del cordón 
umbilical para terapias de regeneración celular inmunológica a partir de células 
madre. 
INFORMACIÓN GENERAL 
Después del nacimiento, el cordón umbilical y la sangre que contiene son 
desechados. Esta sangre contiene gran cantidad de células especializadas en 
la renovación permanente de las células de la sangre que pueden ser usadas 
para uso terapéutico o de investigación. 
Interés terapéutico de la sangre de cordón: 
Todos los años, miles de personas desarrollan una enfermedad grave de la 
médula ósea o nacen con alteraciones genéticas de la misma que 
comprometen su capacidad de vida. Para ellos, la única vía de curación pasa 
por un trasplante de médula ósea. La tasa máxima de éxito se produce cuando 
el donante de médula ósea es compatible con el paciente. Ese donante se 
busca habitualmente entre los hermanos del paciente, o a partir de una lista de 
donantes voluntarios. Lamentablemente, sólo un 30% de los casos encuentran 
un donante compatible. 
La realización de un trasplante de médula ósea incompatible comporta riesgos 




cordón umbilical dada su inmadurez, permiten la realización de trasplantes no 
totalmente compatibles con menor riesgo para el paciente. Todo ello facilita el 
que un mayor número de pacientes se beneficien de la posibilidad de un 
trasplante. 
La ventaja adicional de la sangre del cordón es que se puede disponer de ella 
en un Banco de Cordón, lo que facilita que le pueda ser trasplantada 
inmediatamente, evitando retrasos innecesarios. 
Interés con fines de investigación 
Dentro de las células precursoras o “células madre” existen dos grandes 
grupos en términos generales las mesenquimales y las hematopoyéticas. Las 
primeras tienen la capacidad potencialmente de generar cualquier tipo de tejido 
no hematopoyético (células epiteliales, neuronales, beta-pancreáticas) y las 
segundas como indica su nombre pueden potencialmente generar cualquier 
tipo de células de la serie llamada blanca (monocitos, células dendríticas) 
indispensables para la respuesta inmune frente al ataque de infecciones. 
Procedimiento de la donación de la sangre del cordón umbilical 
La sangre del cordón umbilical se recoge después del nacimiento del niño y 
tras la sección del cordón umbilical. Para ello, se realiza una simple punción del 
cordón umbilical mientras que se produce la salida de la placenta o una vez 
fuera del útero. Sepa Ud, que esta recogida no comporta ningún peligro, ni para 
usted, ni para su hijo. 
La sangre del cordón umbilical será empleada exclusivamente para 
investigación y en ningún caso se producirá manipulación genética alguna 
(mutación dirigida, clonación). 
Los datos sobre la sangre del cordón serán incluidos de forma codificada en las 
bases de datos de nuestro laboratorio y la información podrá ser intercambiada 
con otros datos similares de otros países. Todos los datos serán tratados de 
forma confidencial. 
No se entregará ninguna indemnización económica ni de ningún otro tipo por la 




HOJA DE INFORMACIÓN SOBRE LA DONACIÓN DE SANGRE 
PERIFÉRICA DE MUJERES EMBARAZADAS PARA FINES DE 
INVESTIGACIÓN (ANEXO 4) 
FINALIDAD DEL PRESENTE ESTUDIO 
Como resultado del esfuerzo de la creación y coordinación de un equipo 
multidisciplinar que incluye las instituciones del Instituto de Salud Carlos III y 
del Hospital Clínico de San Carlos de Madrid, se ha puesto en marcha una 
línea de investigación desde el año 2005 aprobada y financiada por el 
Ministerio de Sanidad (Proyectos CP04/0026; PI05/338 y MPY1180/06) y que 
se continúa en el proyecto titulado: “Modulación de la respuesta inmune 
mediante el uso de células madre y dendríticas de cordón umbilical, sangre 
periférica y eritrocitos nucleados fetales. Su aplicación al trasplante de órgano 
sólido y tejidos” cuyo investigador principal es el Dr. Jorge Martínez Laso, Jefe 
de la Unidad de Inmunoterapia celular del Instituto de Salud Carlos III (Campus 
de Majadahonda, Tfno: 918223715, e-mail: jmlaso@isciii.es) con fondos de la 
Fundación Mutua Madrileña con el objetivo del uso de la sangre periférica de 
mujeres embarazadas para terapias de regeneración celular inmunológica. 
INFORMACIÓN GENERAL 
Durante el embarazo, la sangre periférica de la mujer embarazada contiene 
eritrocitos fetales nucleados. Este tipo particular de células tiene dos 
características fundamentales que los hacen especiales para su estudio: 1. 
Tienen núcleo a diferencia de los de sangre periférica normal y 2. Poseen la 
capacidad de no ser destruidos por el sistema inmune materno. Estas 
características los hacen ideales para el estudio de sus características 
inmunomoduladores frente al rechazo y serían una fuente de conocimientos 
para ser usados en tratamientos terapéuticos frente al rechazo de trasplantes y 
en la regulación de los procesos inmunológicos de enfermedades inflamatorias 
crónicas. 
Interés terapéutico y científico deducido del estudio de los eritrocitos 
fetales en sangre periférica materna: 
Actualmente, los eritrocitos fetales presentes en sangre periférica materna se 
empiezan a usar como herramienta para el diagnóstico prenatal de 
enfermedades de origen genético sin tener que acudir a procesos como la 
amniocentesis o la extracción de vellosidades coriales que llevan asociado un 




En nuestro caso, vamos a realizar un estudio de caracterización inmunológica 
de estas células ya que desde la octava semana de embarazo aparecen en la 
circulación sanguínea materna y perviven sin ser destruidos por el sistema 
inmune materno. Como se sabe la mitad de la dotación genética del bebé 
corresponde al padre y por lo tanto es extraña a la madre. Esta falta de 
compatibilidad entre el bebé y la madre tendría que ser reconocida por la 
misma como un cuerpo extraño y ser destruida en un mecanismo de rechazo 
similar al de un trasplante de órgano sólido. Como está demostrado, esto no 
sucede por lo que tiene que haber mecanismos de inhibición de respuesta 
inmune materno-fetal. El descubrimiento de estos mecanismos daría lugar al 
desarrollo de nuevas terapias anti-rechazo en los trasplantes y en los 
tratamientos de enfermedades inflamatorias crónicas. 
Procedimiento de la donación de la sangre del cordón umbilical 
La sangre periférica de la mujer embarazada se recoge exactamente igual que 
la de una analítica convencional y se aprovechará la realización de la misma 
para no tener que hacer ningún pinchazo adicional a la madre. Como se 
deduce no existe ningún riesgo ni peligro para la madre o el bebé. 
La sangre de la donación l será empleada exclusivamente para investigación y 
en ningún caso se producirá manipulación genética alguna (mutación dirigida, 
clonación) 
Los datos sobre la sangre donada serán incluidos de forma codificada en las 
bases de datos de nuestro laboratorio y la información podrá ser intercambiada 
con otros datos similares de otros países. Todos los datos serán tratados de 
forma confidencial. 
No se entregará ninguna indemnización económica ni de ningún otro tipo por la 
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